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Abstract  
 
Der er i ålekvabben Zoarces viviparus tidligere fundet en række antifryseproteiner 
(AFP’er), men strukturen af proteinerne er ikke kendt. Størrelsen og en delvis 
sekventering af proteinet ZV4 antydede, at det er et Type III AFP. I projektet blev der 
oprenset en række AFP’er, fra to distinkte populationer indfanget i Roskilde Fjord og 
Isefjorden, ved hjælp af en tredelt oprensningsproces. Ved optælling af ryghvirvler blev 
det verificeret, at populationerne er distinkte. Den termiske hysterese og AFP-
sammensætningen i prøver fra de to populationer var dog stort set ens. 
En fuldkommen sekventering af en lang række af AFP’erne fra Z. viviparus førte til en 
tilordning af tre af sekvenserne til specifikke proteiner fra oprensningen. Der blev i alt 
oprenset ni proteiner med antifryseaktivitet. Sekvensen ZV14-0.3 kunne tilordnes det 
tidligere beskrevne ZV4 ud fra retentionstider og dettes delsekvens. 
Der blev udført 1D- og 2D-1H NMR på ZV14-0.3. I 1D-eksperimenterne observeredes 
det, at proteinet havde ca. 30 uudvekslede amider og var temperaturstabilt mellem 5-
25°C. 2D-eksperimenterne blev brugt til at tilordne de observerede signaler til specifikke 
aminosyrer. Det var ved hjælp af TOCSY- og NOESY-eksperimenter muligt at 
identificere kemiske skift fra 37 ud af 66 aminosyrer. En egentlig tredimensionel struktur 
af proteinet kunne ikke bestemmes. Grundet en stor lighed i udvekslingsmønstret for 
amiderne, aminosyresekvensen, kemiske skift og NOE-koblinger mellem amider og α-
protoner i β-sheets, anses det dog for sandsynligt, at ZV14-0.3 har en struktur meget lig 
det tidligere undersøgte Type III AFP rQAE m1.1. 
 
Abstract (english) 
 
It has recently been reported that the eelpout Zoarces viviparus contains a number of 
antifreeze proteins (AFP), but the structure of the proteins is yet to be discovered. It has 
been hinted from the size and a partial primary sequence of the protein ZV4 that it is a 
Type III AFP. In this investigation proteins from two distinct populations in Roskilde 
Fjord and Isefjorden have been purified employing a three-step purification procedure. 
The division of the two populations has been verified by counts of thoracic vertebrae, but 
the thermal hysteresis and AFP-composition in samples has been found to be almost 
identical. 
A complete sequential analysis has lead to the assignment of three of the proteins from 
the purification to specific sequences. All in all nine proteins with antifreeze activity has 
been purified. The sequence ZV14-0.3 could be assigned to the earlier reported ZV4, due 
to retention times and the determined partial primary sequence. 
1D- and 2D-1H NMR analysis was carried out on ZV14-0.3. In the 1D-experiments it was 
observed that the protein was thermally stable from 5-25°C and that it contained 
approximately 30 non-exchanging amides. The 2D-experiments were utilized to assign 
observed signals to specific amino acids. From TOCSY- and NOESY-experiments 37 out 
of a total of 66 amino acids were assigned. It was not possible to determine the complete 
three dimensional structure. The amide exchange pattern, protein primary sequence, 
chemical shifts and NOE-coupling between amides and α-protons in the β-sheets suggest 
that ZV14-0.3 structurally resembles the Type III AFP rQAE m1.1. 
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Undersøgelser af antifryseproteiner fra Z. viviparus 
Indledning 
 
Dette projekt omhandler antifryseproteiner (AFP´er) i ålekvabben Zoarces viviparus. 
Udgangspunktet er en specialerapport fra 2002, som for første gang påviste tilstedeværelsen af 
AFP´er i Z. viviparus fra Roskilde Fjord [Sørensen 2002]. Der blev påvist tilstedeværelsen af fem 
AFP´er, ZV1-5, og ZV4 blev delvist sekventeret. Denne sekventering tydede på, at AFP´erne i Z. 
viviparus er af Type III.  
 
Dette projekt omhandler yderligere undersøgelser af AFP´erne i Z. viviparus fra to adskilte 
populationer med en række perspektiver: 
 
Der udføres et komparativt studie af AFP´er fra to populationer af Z. viviparus i henholdsvis 
Roskilde Fjord og Isefjorden. [Schmidt 1917 og 1920] beskrev, ved optælling af ryghvirvler, at 
populationerne i disse to fjorde var distinkte. Det undersøges, om der stadig er tale om to forskellige 
populationer af Z. viviparus, og den samlede antifryseaktivitet samt AFP-sammensætningen i de to 
populationer undersøges. Det forventes, at de to populationer har den samme sammensætning af 
AFP’er, mens det kan forventes, at ålekvabberne fra Isefjorden har den største antifryseaktivitet, da 
saliniteten og dermed vandets kolligative frysepunktssænkning, er større end i Roskilde Fjord.  
 
Proteinoprensningen i [Sørensen 2002] førte ikke til fuldstændig adskillelse af alle AFP´erne. Det 
undersøges derfor, om det er muligt at udføre en fuldstændig oprensning af de enkelte proteiner ved 
hjælp af forskellige kromatografiske metoder. Det er postuleret, at det ikke er muligt at oprense et 
ikke-klonet Type III AFP til fuldstændig renhed på grund af talrige isoformer af proteinerne 
[Sönnichsen et al. 1998]. Derfor er der ikke tidligere blevet foretaget succesfulde NMR-
undersøgelser på naturligt forekommende Type III AFP. 
 
I samarbejde med Thomas Flarup Sørensen ønskes en fuldstændig sekventering af mindst ét af de 
fuldt oprensede AFP´er, således at det er muligt efterfølgende at foretage indgående 
strukturundersøgelser ved hjælp af NMR. Disse undersøgelser vil foregå ved hjælp af forskellige 
1D- og 2D-NMR-metoder med det formål at bestemme den sekundære og tertiære struktur af 
proteinet. Herunder vil det blive belyst om AFP´erne fra Z. viviparus er af Type III. Endvidere vil 
en sådan strukturbestemmelse kunne bidrage til den samlede viden om binding af Type III AFP til 
is. 
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Antifryseproteiner i fisk 
 
Fisk, der lever kystnært i polare eller tempererede områder, har forskellige strategier for at undgå 
fryseskader om vinteren. Problemet for fiskene er, at osmolariteten i fiskenes blod er lavere end 
osmolariteten i saltvand. Frysepunktet vil derfor være lavere i vandet (ca. -2.0°C) end i fiskene (ca. 
-0.8°C), som derfor vil blive udsat for isdannelse i blodet ved kontakt med iskrystaller fra det 
omgivende vand. Fiskene kan, for at undgå fryseskader, søge ud på dybt vand eller finde 
mikrohabitater tæt på kysten, hvor risikoen for at komme i kontakt med iskrystaller er mindre end 
på åbent vand. Der kan her være tale om at søge ind i huler eller grave sig ned i sedimentet. Fiskene 
kan, for at undgå iskrystaller, søge hen mod lavsalinære områder omkring f.eks. flodudløb, hvor 
vandets frysepunkt er højere end fiskenes, eller foretage længere migrationer mod varmere vande. 
Den nordatlantiske laks (Salmo salar) migrerer i de kolde måneder til varmere områder for helt at 
undgå temperaturer under nulpunktet, mens fjeldørreden (Salvelinus alpinus) svømmer opstrøms i 
åer og overvintrer i ferskvand [Goddard og Fletcher 2002]. Fisk, der bliver tæt på kysten, kan ikke 
undgå at komme i kontakt med iskrystaller og bliver derfor nødt til at hindre isvæksten på anden 
måde, f.eks. ved hjælp af antifryseproteiner (AFP´er). 
 
Antifryseproteiner blev først beskrevet i 1969 af DeVries og Wohlschlag i fisk fanget ved Antarktis 
[Fletcher et al. 2001]. Det havde på daværende tidspunkt længe undret forskere, at arktiske fisk 
kunne overleve i underafkølet tilstand. Den første antagelse var, at fiskene i de arktiske egnes 
frysetolerance skulle tilskrives mere traditionelt kuldeforsvar, f.eks. ved at de indeholdt proteiner, 
der var adapterede til de kolde omgivelser. Det var dog ikke muligt at fastslå en generel forskel på 
proteinsammensætningen i arktiske fisk og andre arter som for eksempel ørreden, der kunne 
forklare et sådant forsvar [Feeney og Osuga 2002]. Siden antifryseglycoproteiner (AFGP’er) blev 
beskrevet for ca. 35 år siden, er der herudover i litteraturen beskrevet fire forskellige hovedtyper af 
AFP’er fra fisk. AFP’erne er inddelt i type I-IV efter strukturelle kendetegn. Typerne er nummereret 
efter opdagelsestidspunktet, og nummereringen beror derfor ikke på homologe strukturer eller 
evolutionære betragtninger. Type IV antifryseproteinet blev først beskrevet i 1997 [Deng et al. 
1997]. 
 
Diversiteten af antifryseproteiner hos fisk er stor. Nært beslægtede arter har forskellige isoformer af 
AFP’er og, som det ses, af figur 1 kan selv arter indenfor samme slægt have forskellige typer af 
AFP’er. Grunden til dette, skal nok findes i, at det er forholdsvis kort tid siden, at fiskene fik brug 
for at udvikle antifryseproteiner. Dels som resultat af de store istider, der startede for 1-10 millioner 
år siden [Davies og Sykes 1997], dels forårsaget af dannelsen af kolde havstrømme omkring 
sydpolen for 10-14 millioner år siden [Cheng 1998]. AFP’erne er altså udviklet konvergent i flere 
arter samtidigt, og at de samme typer af AFP’er optræder i arter, der ikke er nært beslægtede, kan 
forklares ved, at det er de samme precursorer proteinerne er udviklet fra [Davies og Sykes 1997]. 
Precursoren for AFP Type II er højst sandsynligt en Ca2+-afhængig C-type lectin [Cheng 1998], 
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mens type IV stammer fra et plasma apolipoprotein [Deng et al. 1997]. AFGP har højst sandsynligt 
to forskellige precursorer, hvoraf den ene er en type af trypsinogen [Cheng 1998, Barrett 2000]. Det 
har endnu ikke været muligt at bestemme precursoren for hverken AFP type I eller III.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 1. Phylogenetisk træ der viser den evolutionære udbredelse af AFP’er i blodet hos fisk, efter [Cheng 1998, 
Fletcher et al. 2001]. De angivne arter repræsenterer eksempler på arter, der inden for de enkelte slægter har AFP’er. 
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Antifryseproteiner menes at virke ved, at de adherer til specifikke overfladeplaner af iskrystaller. 
Herved øges kurvaturen af isoverfladen, når isen vokser omkring en AFP, og isvæksten inhiberes på 
grund af Kelvin-effekten. Kelvin-effekten kan kort forklares ved, at partialtrykket af væsken er 
højere, når overfladekurvaturen mellem is og vand er stor, end for en plan interface, se figur 2 
[Fletcher et al. 2001]. Frysepunktssænkningen måles som forskellen mellem smeltepunktet og 
frysepunktet, og denne temperatur kaldes den termiske hysterese (TH). Mellem smelte- og 
frysepunktet vil en iskrystal hverken vokse eller aftage i størrelse. Antifryseproteiner kan således 
opbevare iskrystaller i blodet og hindre isvækst, men krystallerne smelter ikke. Fisk, der lever i 
vand, der konstant er koldere end fiskenes frysepunkt, må dog nødvendigvis kunne skille sig af med 
optagne iskrystaller, men udskillelsesmekanismen kendes endnu ikke. 
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Figur 2. Inhibering af isvækst som resultat af adsorption af AFP til en isoverflade. A) AFP’er i en opløsning i kontakt 
med en isflade omkring frysepunktet. B) AFP’erne på isoverfladen i en underafkølet væske. Adheringen af AFP’er øger 
kurvaturen i isoverfladen og herved inhiberes isvæksten som dikteret af Kelvin-effekten, efter [Fletcher et al. 2001].  
 
Den specifikke bindingsmekanisme af AFP´er til is har været genstand for mange teorier. De første 
undersøgelser tydede på, at Type I AFP´er bandt sig til iskrystaller ved hjælp af hydrogenbindinger, 
men i løbet af de sidste 10 år, er fokus flyttet mod van der Waals kræfter og mere hydrofobe 
aminosyrer [Jia og Davies 2002]. F.eks. viste tidlige undersøgelser, at aminosyren threonin havde 
en stor betydning for binding af Type I AFP´er til is. Senere undersøgelser har dog vist, at 
threoninerne udmærket kan udskiftes med valin, der har samme størrelse som threonin, mens 
udskiftning med serin, der ligesom threonin indeholder en alkoholgruppe, og normalt betragtes som 
en konservativ udskiftning, medførte en voldsom mindskning af isbindingseffektiviteten [Yang et 
al. 1998, Graether et al. 1999]. Det har endvidere været svært at forklare en nærmest irreversibel 
binding til is, som er nødvendig for at hindre isvækst, ved hjælp af hydrogenbindinger [Fletcher et 
al. 2001]. Om der er den samme virkningsmekanisme for alle AFP´ernes binding til is vides ikke, 
men der er argumenteret for, at proteinerne er for forskellige til, at dette kan være tilfældet [Yang 
og Sharp 2004]. Der er sandsynligvis identificeret to forskellige isbindende flader alene inden for 
Type II AFP´erne, der ellers er dårligere undersøgt for isbindende egenskaber end Type I og Type 
III [Barett 2000, Fletcher et al. 2001]. 
 
Type III antifryseproteiner 
Type III AFP´er er morfologisk begrænset inden for underordenen Zoarcoidei, der består af ni 
familier. Type III AFP´er er fundet hos en del arter i familien Zoarcidae samt hos en enkelt 
havkatteart i familien Anarhichadidae. Type III AFP´er er karakteriseret ved at være små og 
globulære proteiner, der ikke ligner de øvrige typer fundet i hverken fisk eller insekter [Brown og 
Sönnichsen 2002, Fletcher et al. 2001]. Der er fundet talrige isoformer af Type III proteiner, også 
inden for en enkelt art, hvor den vestatlantiske ålekvabbe Macrozoarces americanus f.eks. har 12 
forskellige AFP´er [Hew et al. 1988]. Alle fundne Type III AFP´er vejer 6 - 7 kDa, har mellem 62-
66 aminosyrer og sekvensligheden er > 50 % [Chao et al. 1994, Brown og Sönnichsen 2002]. Der 
er ikke fundet gentagne sekvenser inden for et enkelt Type III protein, sådan som det er tilfældet i 
f.eks. Type I AFP´er [Fletcher et al. 2001]. Den sekundære struktur udgøres af to korte 
antiparallelle triplestrengede β-sheets, pakket med næsten retvinklet orientering. Dette giver 
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proteinet en kompakt tertiær struktur, der endvidere er karakteriseret ved at have ret plane 
overflader på især to sider [Brown og Sönnichsen 2002, Fletcher et al. 2001, Sönnichsen et al. 
1998]. 
 
 
Figur 3. Ribbon diagram af Type III (muteret HPLC12) AFP fra M. americanus [Antson et al. 2001]. 
 
Der er foretaget fuldstændig strukturbestemmelse af to Type III AFP´er: rQAE m1.1, som er en 
klonet mutant af proteinet HPLC12 fra M. americanus samt RD1 fra Lycodichthys dearborni og 
delvist af HPLC3 fra M. americanus. Strukturundersøgelserne af HPLC12-mutanten blev foretaget 
ved hjælp af NMR i starten af 1990´erne [Chao et al. 1993, Sönnichsen et al. 1993] og beskrev for 
første gang en tredimensionel struktur af et Type III AFP, om end det ikke var muligt at foretage 
bestemmelsen på det naturlige HPLC12-protein. 10 år senere blev den tredimensionelle struktur af 
RD1 bestemt ved hjælp af røntgenkrystallografi på det naturlige RD1-protein og viste en tilsvarende 
kompakt struktur med i hvert fald én ekstraordinært flad side [Ko et al. 2003], og det samme viste 
røntgenkrystallografi på HPLC3 fra M. americanus [Yang et al. 1998]. Herudover er der foretaget 
NMR-analyser på AFP´et RD3 fra L. dearborni, som er en intramolekylær dimer på ca. 14 kDa 
[Miura et al. 2001]. 
 
Den ene af de beskrevne flade sider i HPLC12-mutanten er sandsynligvis den isbindende del af 
proteinet. Mutationer i forskellige aminosyrer i denne flade har resulteret i mindsket 
antifryseaktivitet, og har endvidere vist, at såvel hydrogenbindinger fra hydrofile aminosyrer, som 
Van der Waals-kræfter fra hydrofobe aminosyrer, deltager i bindingen til is [Yang og Sharp 2004, 
Graether et al. 1999, Ewart 2002]. Der er fra 1994-2005 foretaget en række mutationsforsøg og 
computersimuleringer, der samlet set peger på, at i hvert fald aminosyrerne Q9, N14, T15, A16, 
T18 og Q44 er aktive i bindingen til is [Chao et al. 1994, Yang et al. 1998, Chen og Jia 1999, 
Graether et al. 1999, Antson et al. 2001, Yang og Sharp 2004, Nishimiya et al. 2005]. Herudover 
sidder også L10, P12, I13, V20 og M21 i den isbindende flade og er sandsynligvis også involveret i 
binding til is [Yang et al. 1998, Chen og Jia 1999, Antson et al. 2001, Nishimiya et al. 2005]. Af 
disse 11 aminosyrer, er det kun Q9, I13 og V20, der ikke er bevaret i samtlige kendte 
aminosyresekvenser for Type III AFP´er, se appendiks 2. Herudover er det vist, at S24, E35, R39, 
S42 og N46 samt slutsekvensen efter Y63 sandsynligvis ikke deltager hverken direkte eller 
indirekte i binding til is [Graether et al. 1999, Antson et al. 2001]. 
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Det vides ikke med sikkerhed, hvor Type III AFP´er binder til is, men de kan sandsynligvis binde til 
flere af de krystalplaner, der er parallelle eller næsten parallelle med den krystalliske c-akse, 
heriblandt planerne (1,0,-1,0) og (2,0,-2,1) [Antson et al. 2001, Ewart 2002]. For uddybning af 
notation for iskrystaller, se appendiks 1. Trods den manglende viden omkring mekanismen for 
binding til is, er Type III AFP´erne de bedst undersøgte med hensyn til dette aspekt.  
 
Type III AFP´er er generelt meget stabile proteiner. F.eks. har der ikke kunnet observeres 
strukturelle ændringer mellem pH 4.8 – 8.0, og ingen sænkning i termisk hysterese-aktivitet mellem 
pH 2-11 [Chao et al. 1994]. Endvidere bevares den tertiære struktur i Type III AFP fra M. 
americanus stort set mellem -13°C og +22°C [Ye et al. 1998, Antson et al. 2001]. 
 
De ovenstående undersøgelser er næsten alle foretaget på en gruppe af Type III AFP´er, der minder 
en del om hinanden – QAE-gruppen. Tilsvarende findes en gruppe af Type III AFP´er, der kaldes 
SP-gruppen. Opdelingen i disse to grupper stammer fra ionbytningskromatografi. QAE-gruppen har 
isoelektrisk punkt under pH 7, og binder derfor til anionbyttermaterialet Quarternary Amine (QAE-) 
sephadex, mens SP-gruppen er noget mere basisk med isoelektrisk punkt omkring 8, der binder til 
kationbyttermaterialet SulfoPropyl (SP-) sephadex ved pH 7 [Chao et al. 1993, Nishimiya et al. 
2005]. Inden for QAE-gruppen er der > 75 % homologi og inden for SP-gruppen > 90 % homologi. 
Mellem de to hovedgrupper er der dog kun omkring 50 % homologi [Chao et al. 1993, Nishimiya et 
al. 2005]. Ud over at være mere basisk er SP-gruppen også mere hydrofil end QAE-gruppen, 
hvilket har betydning i forbindelse med oprensning på revers-fase HPLC. En enkelt art kan sagtens 
indeholde AFP´er fra begge grupper, og f.eks. havde M. americanus i hvert fald seks SP-typer 
(HPLC 1, 4, 6, 7, 9 og 11), og mindst én QAE-type (HPLC12). Når alle undersøgelser er foretaget 
på AFP´er i QAE-gruppen, er det formodentlig fordi, det kun er disse, der har individuel antifryse-
aktivitet af betydning. Nyere undersøgelser har dog vist, at også proteiner fra SP-gruppen kan have 
betydelig aktivitet, når de befinder sig i opløsning sammen med proteiner fra QAE-gruppen 
[Nishimiya et al. 2005]. 
 
I appendiks 2 ses de 39 aminosyresekvenser, der indtil nu er fundet hos fisk i familien Zoarcidae. 
Som det fremgår, er der fundet 12 aminosyresekvenser, der danner AFP´er hos Z. viviparus 
[Sørensen 2005]. Mindst otte tilhører SP-gruppen, mens mindst tre, ZV3-0.3, ZV10-1 og ZV14-0.3 
tilhører QAE-gruppen. Det er ud fra sekvensen for det sidste protein, ZV18-0.3, ikke umiddelbart 
indlysende, om det tilhører den ene eller anden gruppe. 
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Ålekvabben 
 
Forsøgsorganismen i dette projekt er den europæiske ålekvabbe Zoarces viviparus, der er den art, 
der refereres til, når der i det efterfølgende anvendes betegnelsen ålekvabben. I dette afsnit vil Z. 
viviparus´ biologi kort blive beskrevet. 
 
Underorden: Zoarzoidei (9 familier) 
Familie: Zoarcidae (ca. 220 arter) 
Slægt: Zoarces (3 arter) 
Art: Zoarces viviparus  
[Paxton og Eschmeyer 1998, Carl 2003, Nielsen et al. 1998] 
 
Udbredelse 
Familien Zoarcidae består af ca. 220 arter, spredt i salt- og brakvand fra pol til pol, men med 
størstedelen i den nordlige del af Stillehavet og den nordlige del af Atlanterhavet. Den eneste art 
under slægten Zoarces, der lever i Europa er Z. viviparus. Udbredelsen strækker sig fra Hvidehavet 
i nord til den Engelske Kanal i syd og langt ind i Østersøen mod øst, hvor grænsen går ved en 
salinitet på under 5 ‰ [Nielsen et al. 1998, Carl 2003, Jensen et al. 2000]. I Danmark er Z. 
viviparus karakterart for lavvandede brakvandsområder [Jensen et al. 2000]. 
 
Z. viviparus lever kystnært ud til 40 meters dybde, med tangbælter og sten som yndede habitater. 
Den er meget standfast, om end den kan søge ud på lidt dybere vand om vinteren [Nielsen et al. 
1998]. At Z. viviparus er standfast betyder, at den danner lokale racer [Schmidt 1917, Nielsen et al. 
1998, Carl 2003]. 
 
Kendetegn 
Z. viviparus kendes på den langstrakte ålelignende krop med lange ryg- og gatfinner, der løber ud i 
et med halefinnen. I bagerste del af rygfinnen ses et karakteristisk indhak. Bugfinnerne er meget 
små og sidder foran brystfinnerne. Skindet er slimet med meget små skæl og har varierende 
brunlige nuancer efter bundforholdene. Over ryggen findes en række mørke marmoreringer, striber 
eller pletter. Benene er grønne på grund af farvestoffet vivianit. Ålekvabben bliver sjældent længere 
end 30 cm og 3-4 år, men kan blive op til 50 cm og 10 år [Nielsen et al. 1998, Carl 2003, Jensen et 
al. 2000].  
 
Figur 4. Billede af Z. viviparus [http://www.langkaer.dk/ocean98/text/69aalekvabbe.htm] 
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Reproduktion 
Z. viviparus er ungefødende (heraf artsnavnet viviparus = ungefødende). I Danmark foregår 
parringen i slutningen af august og i september. Hunnen er drægtig i ca. fire måneder, hvorefter den 
føder 30-400, 35-55 mm lange, unger [Nielsen et al. 1998, Carl 2003, Jensen et al. 2000, Vetemaa 
1999]. Kønsmodenhed indtræffer for hannernes vedkommende i 2. leveår ved en længde på ca. 15 
cm. Hunnerne bliver kønsmodne i 2. eller 3. leveår ved en længde mellem 15-25 cm [Jensen et al. 
2000, Vetemaa 1999]. 
 
Føde 
Fødeemnerne er afhængige af størrelsen af Z. viviparus, men generelle fødeemner er bløddyr, 
herunder småsnegle og muslinger, krebsdyr, især tanglopper, samt orme og i brakvand endvidere 
larver af dansemyg. En undersøgelse har vist, at hunnernes fødeindtag stopper eller mindskes 
kraftigt efter parringen i september og fra oktober langsomt øges indtil januar måned. Således er 
hunnernes kondition lavest i december måned [Vetemaa 1999]. 
 
Antifryseproteiner i ålekvabben 
Som nævnt tidligere, har tilstedeværelsen af Type III AFP i M. americanus, længe været kendt. 
Denne art er en nær slægtning til Z. viviparus, og i 2001, blev tilstedeværelsen af AFP i Z. viviparus 
beskrevet [Sørensen og Ramløv 2001]. Det blev fundet, at Z. viviparus havde et højt AFP-indhold i 
blodet om vinteren (svarende til termisk hysterese på ca. 1.2°C) og et lavt indhold om sommeren 
(ca. 0.1°C). Indholdet var stigende fra ca. 0.3°C til 0.8°C i perioden oktober til december, som var 
indsamlingsperioden i denne undersøgelse. Hvorvidt AFP´er i Z. viviparus også er Type III, 
ligesom det er tilfældet for M. americanus, samt bestemmelse af den sekundære og tertiære struktur 
for Z. viviparus -AFP(erne) er et af hovedformålene i dette projekt. 
 
Ålekvabben i Roskilde Fjord 
Dette underafsnit bygger på en undersøgelse i indre del af Roskilde Fjord fra august måned 2000 
[Jensen et al. 2000], og der kan derfor være forhold, der gør, at de forskellige tal ikke er 
fyldestgørende for vinterhalvåret 2004/2005. 
 
Ålekvabben udgør ca. 10 % af fiskemassen i Roskilde Fjord, og udgjorde vægtmæssigt 16 % af 
fangsten i finmaskede ruser på 49 lokaliteter i august 2000. Den findes overalt i fjorden men med 
den største tæthed nær kysten. Middelvægten var i august 2000 35 gram og middellængden var 17.5 
cm, med individuel variation fra 10 cm – 25 cm. 
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Ålekvabber i Isefjorden 
Der er ikke for nylig foretaget grundige undersøgelser af forekomsten af Z. viviparus i Isefjorden, 
men såvel [Schmidt 1920] og [Rasmussen 1973] nævner fisken som meget almindelig overalt i 
Isefjorden. 
 
Populationsdifferentiering af Z. viviparus i Roskilde Fjord og Isefjorden 
En del af dette projekt omhandler sammenligning mellem antifryseaktivitet i ålekvabber fra 
Roskilde Fjord og fra Isefjorden. Ideen til, at der kunne være en forskel i aktivitet stammer blandt 
andet fra det allerede nævnte faktum, at Z. viviparus er meget standfast og derfor menes at danne 
lokale racer. Schmidt foretog fra 1914-1920 nogle meget omfattende raceundersøgelser på Z. 
viviparus fra store dele af artens udbredelsesområde [Schmidt 1917, Schmidt 1920]. Langt den 
største del af undersøgelserne var dog på ålekvabber fra Danmark, og specielt foretoges en 
sammenligning af ålekvabber i Isefjorden og i Roskilde Fjord. Schmidt benyttede flere karakterer i 
adskillelsen af racer, men især antallet af ryghvirvler. Det viste sig, at ålekvabber i indre del af 
Roskilde Fjord havde et meget lavt antal af hvirvler nemlig gennemsnitligt 108.0. I Isefjorden var 
antallet af hvirvler højere, med et middel i Yderbredning på 113.2 og i Inderbredning på 112.2. 
Værdierne dækker over individuelle variationer fra 99-126, og standardafvigelserne var ret store, 
omkring 1, på trods af at indsamlingsmaterialet var stort (hundreder til tusinder af fisk pr. lokalitet 
pr. år). Trods standardafvigelserne var tallene dog meget stabile fra år til år, f.eks. i Isefjordens 
yderbredning, hvor middeltallet lå fra 113.1-113.3 over en 6-årig periode. Efter forskellige forsøg 
med bl.a. overflytning af individer fra Roskilde Fjord til forsøgskar i Isefjorden, der viste 
fastholdelse af det lave hvirvelantal hos ungerne, konkluderedes det, at hvirvelantallet er arveligt, 
og der er tale om forskellige racer i Isefjorden og Roskilde Fjords indre del [Schmidt 1917, Schmidt 
1920]. Lignende undersøgelser på ålekvabber er ikke foretaget for nylig i Isefjordsystemet, men 
Schmidt foretog også en undersøgelse på Mariager Fjord, der viste tydelig opdeling i to racer fra 
henholdsvis den indre og ydre del af fjorden [Schmidt 1917]. Denne undersøgelse blev gentaget i 
1970´erne, og gav anledning til nøjagtig de samme konklusioner som 60 år tidligere [Olsen 1999]. I 
1998 var opdelingen i racer forsvundet, og alle ålekvabber mindede morfologisk om dem, der 
tidligere var fundet i den ydre bestand. Dette skyldes formentligt et voldsomt iltsvind i 1997, der 
dræbte alle ålekvabber i indre del af Mariager Fjord [Olsen 1999]. Lignende iltsvind, der slår de 
fleste levende organismer ihjel, har så vidt vides ikke fundet sted i Roskilde Fjord eller Isefjorden i 
nyere tid, og det er meget sandsynligt, at der fortsat er populationsdifferentiering i de to dele af 
fjordsystemet. 
 
Roskilde Fjord 
Roskilde Fjord er den østlige del af Isefjordsystemet. Den er generelt lavvandet med mange 
lavvandede bredninger men også med dybe strømrender, især i den nordlige langstrakte del af 
fjorden. Vegetationen er overvejende ålegræs, som lever ud til 2-3 meters dybde, afhængigt af 
sommersigtedybden der er 2.5-4.5 meter. Bundfaunaen er hovedsageligt blåmuslinger i en 
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gennemsnitlig forekomst på ca. 750 g tørvægt/m2. Fjorden er forholdsvis eutrofieret med 
sommerkvælstofindhold på 750-1000 µg/l og phosphorindhold på ca. 200 µg/l, der dog er faldende 
[Jensen et al. 2000, Rasmussen 1973]. 
 
Tabel 1. Nøgletal for Roskilde Fjord [Jensen et al. 2000]. 
 Areal 123 km2
 Middeldybde 3.5 m 
 Salinitet (indre del) 12-15 ‰ 
 Salinitet (ydre del) 15-20 ‰ 
 
Isefjorden 
Isefjorden udgør den vestlige del af Isefjordsystemet. Yderbredningen nord for Orø udgør langt den 
største del af fjorden, areal- og vandmæssigt. Yderbredningen er dybest, men også inderbredningen 
er dybere end Roskilde Fjord, hvilket ses i tabel 2. Den dominerende vegetation er ålegræs, der i 
2000 gennemsnitligt fandtes ud til 4.7 m. Blåmuslinger var tidligere dominerende bundfauna, som i 
Roskilde Fjord, men er p.g.a. jævnlige iltsvind ved bunden blevet reduceret op gennem 1990´erne 
[Rasmussen 1973, Vestsjællands Amt 2000]. 
 
Tabel 2. Nøgletal for Isefjorden [Rasmussen 1973, Vestsjællands Amt 2000]. 
 Areal Ca. 300 km2
 Volumen  Ca. 1560 mio. m3
 Middeldybde (Yderbredning) Ca. 9 m 
 Middeldybde (Inderbredning) Ca. 6 m 
 Salinitet (Yderbredning) 18-22 ‰ 
 Salinitet (Inderbredning) 18-20 ‰ 
 
 
Figur 5. Kort over Isefjordsystemet, med Isefjorden i vest og Roskilde Fjord i øst. Bredden af kortet svarer til 50 km. 
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Figur 6. A) Kort over sydlige del af Isefjorden. Stjernen markerer lokaliteten ”Dragerup” (55 43 N, 11 46 Ø), hvor 
ålekvabber blev fanget ved hjælp af ruser. Kortets bredde svarer til 10 km. B) Kort over sydøstlige del af indre del af 
Roskilde Fjord. Stjernen markerer lokaliteten ”Veddelev” (55 40 N, 12 5 Ø), hvor ålekvabber blev fanget ved hjælp af 
ruser. Kortets bredde svarer til 10 km. 
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Materialer og metoder 
 
Tilvejebringelse af serum 
Der blev fanget fisk på to lokaliteter; ved Veddelev Havn i Roskilde Fjord og ved Søminestationen i 
Dragerup Skov i Isefjorden. Ruserne blev røgtet mindst én gang om ugen så vidt vejret tillod dette. 
De største fisk fra hver station blev udvalgt og hjembragt, hvor de blev bedøvet med 3-
aminobenzosyre ethylester (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), hvorefter der blev udtaget blod med 
sprøjte bag gattet. Der kunne maksimalt udtages ca. 2 ml. blod per individ, men den gennemsnitlige 
mængde blod var på ca. ½ ml. Blodet fra de forskellige individer blev poolet, om end prøverne fra 
de to stationer blev holdt adskilt. Blodet blev sat til clotting i køleskabet til dagen efter, hvor 
serumet blev centrifugeret, ekstraheret og frosset ned ved -18°C indtil videre analyse. 
Indsamlingsperioden forløb fra 28/10-04 til 21/12-04. Der blev udtaget blodprøver fra 154 fisk fra 
Roskilde Fjord med middellængde på 21.6 cm og middelvægt på 75.6 gram. 71 % var hunner og 29 
% var hanner. I Isefjorden indsamledes 100 fisk. Middellængden var 21.4 cm og middelvægten 56.7 
gram. Her var der 67 % hunner og 33 % hanner. Blodudtagningen resulterede i alt i 37 ml serum fra 
Roskilde Fjord og 22 ml serum fra Isefjorden. 
 
Termisk hysterese 
Der blev målt termisk hysterese på alle serumprøver på et Clifton Nanolitre Osmometer (Clifton 
Technical Physics) tilsluttet et mikroskop og et kølebad. Prøverne blev påsat prøvebrønden med et 
udtrukket kapillarrør og herefter nedfrosset til -40°C, hvorefter de langsomt blev optøet indtil der 
kun var en enkelt lille iskrystal at se i mikroskopet. Temperaturen, som denne krystal smeltede ved, 
blev sat som prøvens smeltepunkt. Prøven blev herefter frosset, og genoptøet til typisk ca. 0.01°C (5 
mOsm × 0.00186°C/mOsm) under smeltepunktet, hvor en enkelt iskrystal kunne holdes stabil. 
Herefter sænkedes temperaturen svarende til 100 mOsm, hvor iskrystallen fik lov at stabilisere sig. 
Temperaturen blev efterfølgende gradvist sænket med ca. 5 mOsm pr. 5 sekunder, indtil dannelsen 
af isspikler ud fra iskrystallen viste at frysepunktet var nået. Denne procedure blev gentaget tre 
gange med hver prøve, og den termiske hysterese for en prøve blev fastsat som gennemsnittet af 
disse tre kørsler, som dog oftest gav nærmest identiske resultater. 
 
Bestemmelse af lokale racer 
30 fisk blev fanget på de to stationer, fordelt på 15 fisk fra hver station, den 24. november 2004. 
Efter der var udtaget blodprøver, blev de frosset ned. Fiskene blev herefter røntgenfotograferet på 
Zoologisk Museum, København, på et røntgenapparat ved 30 kV og 10 mA i 30 sekunder. Ved 
gennemlysning af røntgenfotografierne på lysbord, blev ryghvirvlerne optalt for at bestemme, om 
der stadigvæk er tale om to distinkte lokale populationer som rapporteret af [Schmidt 1917 og 
Schmidt 1920]. Der blev målt totalprotein-koncentration i hver enkelt serumprøve, ligesom den 
termiske hysterese blev bestemt i samtlige prøver.  
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Gel-filtration 
Portioner på 3-4.5 ml af serumet blev grovoprenset på en Sephadex G100 84 × 1.5 cm kolonne 
koblet til en Econo Pump, (Bio-Rad Laboratories) med en flow rate på 0.8 ml/min. Sephadex G100 
adskiller proteiner, der ligger i intervallet 4-100 kDa. Der blev anvendt en 50mM NH4HCO3 buffer 
(Riedel-de Haën AG). Fraktioner af 8 ml blev opsamlet på en Model 2110 Fraction Collector (Bio-
Rad Laboratories), og den 3. top blev udtaget til videre oprensning, hvilket svarer til fraktionerne 
12-16, der blev poolet og frysetørret. Toppene blev bestemt ved 230 nm, hvor peptid-bindinger 
absorberer, på et UV-visible Recording Spectrofotometer UV-160 (Shimadzu corporation). Det blev 
for alle serumprøver tjekket, at toppen ikke havde flyttet sig ved hjælp af ovennævnte metode. 
Totalprotein-koncentrationen af udvalgte prøver blev bestemt ved hjælp af Bio-Rad Protein Assay 
(Bio-Rad Laboratories). Målingerne blev foretaget på førnævnte UV-spektrofotometer. 
 
Serumet blev yderligere oprenset, i portioner af ca. 5 mg protein, på en ÄKTA-basic 100 (P-901) 
(Amersham Pharmacia Biotech), på en superdex 30 kolonne, der adskiller polypeptider <10 kDa. 
Der blev anvendt den samme 50mM NH4HCO3 buffer som til grovoprensningen med en flow rate 
på 1 ml/min. 1 ml-fraktioner blev opsamlet på en Frac-900 fraktionsopsamler (Amersham 
Pharmacia Biotech) og absorbansen ved 230 nm og 280 nm blev målt. Der blev målt termisk 
hysterese på fraktionerne 3-10 samt fraktion 20 for at bestemme, hvilken top der indeholdt 
antifryseproteiner. Fraktion 6-10 blev herefter poolet og frysetørret. 
 
HPLC 
Det sidste oprensningstrin blev udført på samme ÄKTA-basic, der også blev anvendt i andet 
oprensningstrin, tilsluttet en Source 5RPC ST 4.6/150 kolonne (Amersham Pharmacia Biotech). 
Prøverne blev kørt som revers-fase HPLC med en sekventeret AB-gradient, hvor opløsning A var 
0.1 % ammonium trifluoracetat >99 % (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), i 100 % Milli-Q vand, pH 
4.65, og B 0.1 % ammonium trifluoracetat i 100 % acetonitril HPLC-grade (Labscan Limited). 
Flowet blev sat til 1 ml/min. Den sekventerede gradient kørte fra 0-20 % B på 2 kolonnevolumener 
eller 5 ml, hvorefter gradienten blev udfladet for at opnå bedre separation og gik fra 20-50 % B i 
løbet af 15 kolonnevolumener svarende til 37.5ml. Der blev opsamlet 0.4 ml fraktioner i hele 
intervallet fra 20-50 % B. De relevante fraktioner blev udtaget, herefter blev acetonitrilen afdampet 
i en nitrogenatmosfære, prøverne frosset ned og frysetørret. Der blev udført MALDI-MS på top 7, 8 
og 9 til bestemmelse af proteinmasse. Massespektrene blev kørt på et Voyager-DE STR 
massespektrometer ved UIUC School of Chemical Science, USA, på prøver med en koncentration 
på 50 µg/ml. 
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NMR 
Protein-NMR 
I projektet er der blevet anvendt flere forskellige metoder af NMR. I det følgende vil der være en 
kort gennemgang af anvendelsesmulighederne for disse metoder. Den mest anvendte metode af 
NMR er et 1D 1H-eksperiment. I protein-NMR kan 1D-eksperimenter anvendes til at undersøge 
amidernes udvekslingsrater og proteinets termiske stabilitet. 
 
Amiderne vil udveksle med deuteriumet i D2O med forskellige rater, alt efter i hvilken grad de 
enkelte amider er i kontakt med det omkringliggende vand. Amider, der sidder skærmet fra vandet i 
β-sheets eller i kernen af f.eks. et globulært protein, vil udveksle langsommere end mindre 
skærmede amider. Ved at sætte en række eksperimenter op, der optager spektre på forskellige 
tidspunkter, efter at proteinet er opløst i D2O, kan udvekslingsraterne for de enkelte amider 
bestemmes [Reid et al. 1997]. 
 
Den termiske stabilitet kan undersøges ved at opsætte en række eksperimenter, hvor temperaturen 
varieres. Hvis konformationen af proteinet ændres ved varierende temperatur, kan dette ses ved at 
signaler fra amider, der normalt ikke ville udveksle, forsvinder fra spektret. Det er her vigtigt at 
lægge mærke til, at amidernes kemiske skift er afhængige af temperaturen og derfor kan flytte sig i 
forhold til hinanden, hvorved overlap af tidligere adskilte toppe kan forekomme. Idet højere 
temperaturer mindsker liniebredden og øger resolutionen, er det ønskeligt at optage spektre ved en 
så høj temperatur som muligt [Reid et al. 1997]. 
 
Hvis det undersøgte molekyle er komplekst og indeholder mange protoner, kan spektrene hurtigt 
blive uoverskuelige og svære at tolke, således at det ikke realistisk at lave en fuldstændig tilordning 
af alle signaler ved hjælp af 1D 1H-NMR. Der er derfor blevet udviklet teknikker til at undersøge 
koblingsmønstre i større organiske forbindelser herunder proteiner. Disse teknikker bliver under ét 
kaldt 2D-NMR. 
 
I et 2D COSY-eksperiment sættes 90˚ puls-sekvensen til 0-20 Hz, hvilket er inden for den range, 
hvor de fleste H-H koblinger over to til tre bindinger falder. De koblinger, der observeres, er spin-
spin koblinger, som også er de koblinger, der kan observeres i et 1D-spekter. Koblinger mellem 
protoner, der sidder på samme kerne eller nabokerner vil danne cross-peaks i det tredimensionale 
rum, dette medfører, at de enkelte koblinger kan tilordnes specifikke toppe. I protein-NMR bliver 
COSY-spektre f.eks. anvendt til at bestemme det kemiske skift for α-protonerne og amiderne i 
proteinerne. 
 
TOCSY (total correlation spectroscopy) anvendes til at bestemme de resterende protoners kobling 
med α-protonerne og amiderne. Mixing-tiden i et TOCSY-eksperiment er længere end i COSY-
eksperimentet, hvor mixingen finder sted under den sidste 90°-puls. Da man også ser kobling 
mellem protoner adskilt af tre bindinger i TOCSY-eksperimenter, især hvis disse optages med kort 
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mixing-tid, er det principielt ikke nødvendigt at foretage COSY-eksperimenter, hvis der laves 
TOCSY med varierende mixing-tid. I både TOCSY- og COSY-eksperimenter kan solventet være 
enten D2O eller H2O tilsat 5-10 % D2O. Fordelen ved at anvende H2O er at samtlige amiderne vil 
give et signal. Problemet er, at det intense vandsignal kan obstruere signalerne [Reid et al. 1997]. 
 
Nogle aminosyrer har koblingsmønstre, der er nemmere at genfinde end andre, og derfor er det 
oftest disse aminosyrer, der bliver tilordnet først. Serin har for eksempel, i tetrapeptiden GGSA, et 
αCH skift på 4.50 ppm og to βCH skift på 3.88 ppm udover amiden, der falder ved 8.38 ppm 
[Wüthrich 1986]. Det høje skift for β-protonerne, der skyldes nabogruppen OH, gør serin let 
genkendelig og aminosyren kan herved anvendes som startpunkt for tilordningen af alle signalerne. 
Glycin, threonin, alanin og valin har også let genkendelige koblingsmønstre og kan derfor anvendes 
i den tidlige tilordning [Reid et al. 1997]. Type III antifryseproteiner indeholder kun få aromatiske 
aminosyrer, og de aromatiske protoner kan derfor nemt identificeres og anvendes til yderligere 
tilordning, se evt. appendiks 2.  
 
NOESY-eksperimentet kan gennemføres ved at ændre puls-sekvensen og indføre en egentlig 
mixing-tid i et COSY-forsøg, herved kan man finde protoner, der kobler med hinanden gennem 
rummet. Det er kun kerner, der er tæt nok på hinanden til at have dipol-dipol kobling, der bliver 
observeret i et NOESY-spekter. Polarisationen, der giver anledning til disse koblinger gennem 
rummet, kaldes Homonuclear Overhauser Effekt, og koblingerne benævnes ofte NOE-koblinger. Et 
NOESY-spekter vil som hovedregel indeholde de fleste cross-peaks fra det korresponderende 
COSY-spekter, plus de cross-peaks der hidrører fra koblinger med andre protoner, der ikke er nært 
forbundet med kernen gennem bindinger [Macomber 1998]. Det betyder f.eks., at man ofte ser en 
karakteristisk NOE-kobling fra αCH-protonen i en aminosyre til amidprotonen i den sekventielt 
følgende aminosyre. Denne kobling forkortes dαN(i, i+1). Der ses ofte også en kobling mellem 
nabo-amider, forkortet dNN(i, i+1). NOESY-spektre kan således hjælpe med at tilordne aminosyrer 
ud fra de korresponderende TOCSY-spektre. NOE-koblinger kan også forekomme mellem 
protoner, der er placeret langt fra hinanden i aminosyresekvensen. Hvis proteinet har en sekundær 
struktur, der indeholder en eller flere α-helixer, vil man i disse helixer se koblinger fra protoner i en 
aminosyre (i) til protoner i aminosyren (i+3) samt evt. mellem (i, i+2) eller (i, i+4) alt efter hvilken 
type α-helix, der er tale om [Wüthrich 1986, Reid et al. 1997]. Tilsvarende giver β-sheets ophav til 
specifikke koblingsmønstre. I et antiparallelt β-sheet, ses især koblinger, som illustreret i figur 7. 
Disse koblinger er ikke nødvendigvis de eneste, der vil kunne observeres i et NOESY-spekter, men 
de i figuren angivne koblinger vil typisk have en stor intensitet, da afstanden mellem protonerne er 
lille. Især er intensiteten af den angivne dαα-kobling ofte stor, da afstanden mellem de to α-protoner 
kun er omkring 2.3 Å [Wüthrich 1986]. Ved hjælp af NOESY kan proteinets sekundære struktur 
således studeres, og ultimativt kan proteinets tredimensionelle struktur derfor bestemmes.  
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Figur 7. Illustration af et antiparallelt β-sheet. Stiplede linier angiver hydrogenbindinger. Dobbeltpile angiver 
karakteristiske NOE-koblinger, med notation. Efter [Wüthrich 1986 og Reid et al. 1997]. 
N
N
N
H H
H
O
O
O
HH
H
N
NN
HH
H
O
O
O
H H
H
  dαN(i,i+1) 
 dαα 
   dαN dNN 
 
Ved omtale af kemiske skift for aminosyrer anvendes en notation med græske bogstaver, der 
fremgår af figur 8. 
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Figur 8. Eksempel på den notation der benyttes ved omtale af NMR-skift for aminosyrer. C-atomerne navngives med 
græske bogstaver, med udgangspunkt i C-atomet ved siden af aminogruppen. På figuren ses isoleucin med notation.  
 
NMR eksperimenter 
1-10 mg af fire forskellige AFP´er blev opløst i 0.7 ml D2O >99.9 % (Fluorochem Ltd), og 
undersøgt med 1H-NMR på et Varian 600 NMR apparat i 5 mm NMR-rør. Der blev optaget 1D-
spektre ved temperaturer fra 5-25°C. 1D-spektre blev optaget med 45406 datapunkter, spektral 
width 12000 Hz og 128-3500 transienter. Alle spektre blev sat med vandsignal som reference. Ved 
25°C blev vandsignalet sat til 4.70 ppm.  
 
Efter udvælgelse af ét protein, proteinet fra top 7, til videre undersøgelse, blev der opløst 7 mg af 
dette protein i 0.7 ml D2O, og optaget 1D- samt tnTOCSY- og tnNOESY-spektre med 
undertrykkelse af vandsignalet, alle ved 25°C og pH 6.1. Mixing-tiden for TOCSY var 30, 50 og 
150 ms, mens NOESY-spektret blev optaget med mixing-tid på 150 ms. Alle spektre blev optaget 
med 2 × 256 increments med 128 gentagelser pr. increment og 4096 × 1024 datapunkter. 150 ms 
TOCSY blev dog optaget med 2 × 192 increments. Alle 2D-eksperimenter blev optaget med 
spectral width på 8000.  
 
Efter frysetørring og genopløsning i H2O(90 %)/D2O(10 %) til samme koncentration, blev der 
optaget 1D- samt tnTOCSY og tnNOESY-spektre, alle ved 25°C. Det blev forsøgt at benytte 
Watergate til undertrykkelse af vandsignalet, men da dette medførte kraftigt tab af signal, blev også 
H2O-forsøgene udført med almindelige undertrykkelse af vandsignalet, hvilket afstedkom et intenst 
vandsignal. Mixing-tiden for TOCSY-eksperimentet var 150 ms, mens NOESY-spektrene blev 
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optaget med mixing-tid på 50 og 150 ms. Disse spektre blev optaget med 2 × 192 increments med 
128 gentagelser pr. increment og 4096 × 512 datapunkter. 
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Resultater 
 
Salinitet og temperatur 
For at beskrive nogle af de abiotiske faktorer, der kan have indvirkning på produktionen af 
antifryseproteiner, blev der målt salinitet og temperatur på begge de undersøgte lokaliteter i hele 
indsamlingsperioden, se figur 9. Saliniteten kunne have indvirkning på produktionen af 
antifryseproteiner, idet fisk ikke risikerer, at blive underafkølede og få frostskader i lavsalinære og 
ferske vande, hvor frysepunktet for vandet er højere end fiskenes. Variationen i salinitet var ikke så 
stor indenfor de enkelte stationer. Saliniteten ved Veddelev svingede i indsamlingsperioden mellem 
12 ‰ og 14 ‰, med middelværdi på 13.2 ‰ og i Dragerup mellem 18 ‰ og 21 ‰ med 
middelværdi på 19.5 ‰. Det er værd at lægge mærke til, at saliniteten som forventet altid var lavere 
i Roskilde Fjord end i Isefjorden. 
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Figur 9. Udviklingen i salinitet og vandtemperatur på de to lokaliteter i indsamlingsperioden. 
 
Vandtemperaturen kan have indflydelse på, hvornår ålekvabben har brug for at have aktiveret sit 
antifryseforsvar. Derfor blev vandtemperaturen målt i hele indsamlingsperioden, se figur 9. 
Temperaturen var generelt faldende igennem indsamlingsperioden, men der kunne ikke observeres 
nogen forskel på temperaturen for de to fjorde. 
 
Antallet af ryghvirvler 
Der blev indsamlet 15 fisk fra hver lokalitet for, ved optælling af ryghvirvler, at bestemme om der 
var tale om to distinkte populationer. En fisk fra Roskilde Fjord var så deformeret på rygsøjlen, at 
det ikke var muligt at bestemme antallet af ryghvirvler. De 14 resterende ålekvabber havde i 
gennemsnit 108.8 ryghvirvler med udsving fra 105-113, mens ålekvabberne fra Isefjorden i 
gennemsnit havde 112.2 ryghvirvler med udsving fra 109-117. Fordelingerne ses i figur 10. 
Ligesom i Schmidts 90 år gamle undersøgelser, er antallet af ryghvirvler tydeligvis størst i 
Isefjorden på trods af store individuelle forskelle. Testes de ovenstående resultater med en Students 
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T-test, fås P=0.000234 og sandsynligheden for, at der stadig er tale om to populationer med 
forskellige antal ryghvirvler, er altså større end 99.9 %. 
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Figur 10. Antal ryghvirvler på de enkelte fisk indsamlet 24/11-04. Der blev optalt ryghvirvler på 14 fisk fra Roskilde 
Fjord og 15 fisk fra Isefjorden. 
 
Tabel 3. Sammenligning af antallet af ryghvirvler for de to populationer i henholdsvis [Schmidt 1917] og denne 
undersøgelse. Forskellen i antallet af ryghvirvler i 2004 var signifikant (P=0.000234). 
 1917 2004 (std. afv.) 
Roskilde Fjord (indre del) 108.0 108.8 (±2.1) 
Isefjord (inderbredning) 112.2 112.2 (±2.2) 
 
Termisk hysterese 
Den termiske hysterese blev målt i det poolede serum for alle indsamlingsdage for at bestemme, om 
der er en udvikling i koncentrationen af AFP’er som funktion af sæsonen. Det var ventet, at den 
termiske hysterese og dermed AFP-koncentrationen ville stige jo længere hen i sæsonen vi kom, 
som det også er blevet rapporteret af [Sørensen og Ramløv 2001]. 
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Udvikling i termisk hysterese i Isefjorden
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Figur 11. Udvikling i termisk hysterese i a) Roskilde Fjord og b) Isefjorden i løbet af indsamlingsperioden. 
Tendenslinien angiver en eventuel ligefrem proportional forøgelse af TH over indsamlingsperioden. 
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Som det ses, er den termiske hysterese stigende gennem indsamlingsperioden i både Roskilde Fjord 
og Isefjorden. Stigningen fra ca. 0.4°C til ca. 0.8°C kan også ses i tabel 4. I figur 11a og 11b er 
endvidere indtegnet tendenslinier, der angiver, at stigningen i termisk hysterese er lineær gennem 
perioden. Denne tendenslinie er, som det ses af R2-værdien, pænest for Isefjorden. For at afgøre, om 
der er forskel på TH i de to fjorde, er det nødvendigt at vide, hvor godt den termiske hysterese er 
bestemt ud fra antallet af indsamlede fisk. Dette undersøges i det følgende. 
 
Tabel 4. Sammenligning af den termiske hysterese af poolet serum mellem fjordene på de forskellige indsamlingsdage. 
Dato 28/10 1/11 4/11 9/11 24/11 30/11 9/12 21/12 Middel 
TH °C (Roskilde F.) 0.40 
n=21 
0.38 
n=18 
0.45 
n=15 
0.39 
n=22 
0.49 
n=15 
0.76 
n=19 
0.73 
n=18 
0.79 
n=26 
0.55 
n=19.3 
TH °C (Isefjorden) 0.38 
n=12 
0.34 
n=7 
0.37 
n=9 
0.37 
n=5 
0.51 
n=15 
0.61 
n=15 
0.68 
n=16 
0.75 
n=10 
0.50 
n=9.3 
∆TH °C (RF-IF) 0.02 0.04 0.08 0.02 -0.02 0.15 0.05 0.04 0.05 
 
Der blev også målt termisk hysterese på serum fra de 30 enkelte fisk fra 24/11-04, som blev anvendt 
til populationsundersøgelsen. Det viste sig, at der var meget stor forskel på mængden af AFP i 
serum fra de enkelte fisk, selvom de var fra samme lokalitet og indsamlet samme dag. I Roskilde 
Fjord var den termiske hysterese i gennemsnit 0.50°C med individuelle udsving fra 0.32°C til 
0.67°C. I isefjorden var den gennemsnitlige termiske hysterese 0.51°C med individuelle udsving fra 
0.34°C til 0.65°C. Der var ikke statistisk signifikant forskel på den termiske hysterese i fisk fra de 
to lokaliter når datasættet testedes med Students T-test (p=0.769191), der blev dog observeret en 
forskel i den termiske hysterese i hanner i forhold til hunner (p=0.015049). Den samme tendens sås 
i forholdet af totalproteinkoncentrationen imellem lokaliteterne (p=0.200796) og imellem kønnene 
(p=0.021025). 
 
Tabel 5. Sammenligning af termisk hysterese, totalprotein og antallet af ryghvirvler imellem de to lokaliteter og køn. 
Den angivne p-værdi er fundet ved hjælp af Students T-test. 
 Roskilde F. (n=14) Isefjord (n=15) p-værdi Hanner (n=5) Hunner (n=24) p-værdi 
Termisk hysterese 0.50 0.51 0.77 0.61 0.48 0.015 
Totalprotein 29.5 33.0 0.20 38.0 29.9 0.021 
Ryghvirvler 108.8 112.2 0.00023 110.4 110.6 0.89 
 
 I figur 12 ses resultaterne for den individuelle termiske hysterese plottet mod den individuelle 
koncentration af totalprotein i serum. Selvom der også er store individuelle variationer i det totale 
proteinindhold, er der ikke umiddelbart nogen sammenhæng mellem totalprotein-koncentration og 
AFP-koncentration hos de enkelte fisk. 
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TH vs. TP for 30 fisk fra 24/11
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Figur 12. Sammenhæng mellem totalproteinindhold og termisk hysterese i serum fra 24/11-04. 
 
Ud fra ovenstående data fra de enkelte fiskeprøver, er det muligt at beregne, hvor mange replikater, 
der skal til for at bestemme den termiske hysterese med en given præcision. Dette kan gøres ved 
hjælp af ligningen 
22
2
1
2
xRP
tsdnR n×
×= −  
 
hvor sd er standardafvigelsen på middelværdien x, tn-1 er t-fordelingen ved n replikater, RP er den 
relative præcision, der ønskes, mens nR er det krævede antal replikater.  
 
For både de 15 fisk fra Roskilde Fjord og de 15 fisk fra Isefjorden var standardafvigelsen på den 
termiske hysterese 0.12°C, mens middelværdien som nævnt var henholdsvis 0.50°C og 0.51°C. T15-
1 = 1.761. Hvis der ønskes en præcision på ±10 %, kræves der ud fra Roskilde Fjord -data 11 
replikater og ud fra Isefjord-data 10 replikater. Ønskes en præcision på ±5 % kræves ud fra 
Roskilde Fjord-data 43 replikater og ud fra Isefjord-data 39 replikater. Altså skal der pooles serum 
fra minimum 11 fisk for at kunne måle en termisk hysterese, der kan forventes at ligge inden for 
±10 %, og fra minimum 43 fisk for at ramme inden for ±5 %. Da der blev poolet serum fra 5-26 fisk 
fra hver station på en indsamlingsdag, kan der ikke regnes med en præcision på større end 
maksimalt ±10 %. Som det fremgår af tabel 4 er den termiske hysterese højest i Roskilde Fjord på 
syv ud af otte dage og i gennemsnit ca. 10 % højere end i Isefjorden, altså præcis den relative 
præcision, som det maksimalt kan forsvares at benytte ud fra antallet af replikater. Hvorvidt der er 
forskel på den termiske hysterese, og dermed på mængden af AFP i blodet, hos de to populationer 
af ålekvabber, er således ikke entydigt, men hvis der er forskel, findes den højeste koncentration af 
AFP hos populationen fra Roskilde Fjord. 
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Grovoprensning 
Serumet blev først grovoprenset for at fjerne så mange uønskede elementer som muligt. 
Grovoprensningen blev foretaget som en gelfiltrationskromatografi, hvor de største proteiner og 
andre molekyler kommer hurtigst igennem kolonnen. 
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Figur 13. A) Absorbansen af fraktionerne efter grovoprensningen ved en bølgelængde på 230 nm, hvilket er i det 
område peptidbindinger absorberer. B) Den reelle absorbans af de enkelte fraktioner. Alle fraktionerne er blevet 
fortyndet således at koncentrationen lå inden for det optimale i forhold til absorbansmålingerne. Herudover er vist en  
20 × forstørrelse af fraktionerne 10-30, for at synliggøre den 3. og 4. top. 
 
Grunden til, at man ikke kan se det øverste af den første top er, at koncentrationen af proteiner i 
toppen er så stor, at spektrofotometret ikke kunne måle den absolutte koncentration. Hvis man 
fortyndede fraktionerne til en målbar koncentration, blev den første top splittet op i to, toppene blev 
herefter nummereret 1-4 fra venstre mod højre, se figur 13. 
 
For at bestemme, hvilke toppe der havde antifryseaktivitet, blev der foretaget målinger af den 
termiske hysterese på alle fire toppe. Det viste sig, at der kun var antifryseaktivitet i top nummer 3, 
og de enkelte fraktioner omkring toppen undersøgtes enkeltvis, se figur 14. 
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Figur 14: Den termiske hysterese i de forskellige fraktioner efter grovoprensning.  
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Fraktion 12-16 blev herefter udtaget til videre oprensning og frosset ned.  
  
Grovoprensningen gav endvidere en tydelig indikation af, at det meste af den 3. top bestod af 
AFP´er, eller i hvert fald af proteiner, hvis koncentrationer stiger i løbet af det sene efterår. Som det 
ses af figur 15, var top 3 betydeligt større i serum fra de sidste to uger af indsamlingsperioden i 
forhold til de første 2 uger. Dette gjaldt for begge lokaliteter.  
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Figur 15. Forskellen på den 3. top i a) starten og b) slutningen af indsamlingsperioden i Roskilde Fjord og Isefjorden. 
Fejllinier er standardafvigelser på de enkelte punkter. 
 
Äkta – andet oprensningstrin 
I andet oprensningstrin blev serumet yderligere oprenset ved hjælp af størrelseskromatografi. 
Grunden til, at der ønskedes en yderligere oprensning, inden serumet blev endeligt oprenset ved 
hjælp af HPLC’en, var både, at der ikke ønskedes en kontaminering af HPLC-kolonnen, og at denne 
kun kunne tage en vis mængde protein pr. kørsel. Et typisk kromatogram for andet oprensningstrin 
ses i figur 16. 
Top 4 
 Top 2 
Top 1 Top 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 16. Chromatogram for andet oprensningstrin. Top 3 udviste som den eneste termisk hysterese og blev derfor 
udtaget til videre oprensning. 
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Der blev foretaget TH-målinger på top 1-4, og der kunne kun observeres antifryseaktivitet omkring 
top 3. På figur 17 ses fordelingen af antifryseaktivitet omkring denne top. 
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Figur 17. Den termiske hysterese omkring den 3. top efter den anden oprensningsprocedure. 
 
Ud fra de termiske hysterese-målinger og de spektrofotometriske data, udtoges fraktion 6-10 til 
videre forarbejdning. 
 
HPLC – sidste oprensningstrin 
I det sidste oprensningstrin blev en højtrykskromatografisk metode anvendt til at adskille de enkelte 
proteiner i serumet. Der blev detekteret ti større toppe og en række mindre, som det ses af figur 18.  
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Figur 18. Det optagne spekter for oprensning af 0.2 mg protein fra Isefjorden på HPLC’en. Som det ses af figuren 
optræder der ti større toppe, som er nummeret. Top 7, 8 og 9 indeholder de mest potente antifryseproteiner. Den øverste 
kurve viser absorptionen ved 230 nm, mens den nederste viser den aromatiske absorption ved 280 nm. 
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Der blev målt termisk hysterese på alle toppene, for at bestemme hvilke der indeholdt AFP´er. Det 
blev fundet at toppene 7, 8 og 9 indeholdt de mest aktive AFP´er. Top 3 indeholdt også et eller flere 
AFP´er, og toppene 2, 4, 5, 6 og 10 udviste ligeledes antifryseaktivitet, men med endnu mindre 
aktivitet end top 3. Resultaterne i de termiske hysterese-målinger fremgår af tabel 6. Det er vigtigt 
at understrege, at koncentrationerne ikke var ens, men derimod svarede til størrelsen af den enkelte 
top. Når top 9 således udviste større antifryseaktivitet end top 7 og 8, kan det bl.a. skyldes, at der 
var mere protein i top 9. 
 
Tabel 6. Identifikation af antifryseaktivitet i de ti største HPLC-toppe fra kørsel med ca. 0.2 mg protein. Hver top blev 
opløst i ½ ml 0.1% ammonium trifluoracetat-buffer. Størrelsen af toppens termiske hysterese, samt evt. dannelse af 
karakteristisk hexagonal bipyramidal AFP-iskrystal er noteret. 
Top nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
TH (mOsm) 0 5 25 15 10 10 55 35 72 15 
AFP-iskrystal? Nej Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja 
 
Figur 18 viser oprensning af 0.2 mg protein. Af hensyn til tiden var det nødvendigt at oprense 1-2 
mg protein pr. HPLC-kørsel, hvilket resulterede i en lidt dårligere separation, som det ses af figur 
19. Det er denne figur, der ligger til grund for de nedenstående udregninger af retentions- og 
separationsudtryk. 
 
 
Figur 19. Oprensning af 1.5 mg protein fra Isefjorden på HPLC’en. Som det kan ses er top 4 og 5 vokset sammen, mens 
de resterende toppe stadig er adskilt. Det er ud fra dette kromatogram, at kapacitetsfaktotrer, selektivitetsfaktorer og 
resolution er beregnet, se tabel 7. Tallene, der er placeret lige over x-aksen, angiver de enkelte fraktioner.  
 
Kapacitetsfaktoren (k’A) blev beregnet ved hjælp af ligningen 
 
( )
M
MAR
A t
tt
k
−=′  
Hvor (tR)A er retentionstiden for toppen og tM er retentionstiden for det første udslag efter 
injektionen, som var 4.26 min.  
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Selektivitetsfaktoren (α) angiver, hvor god den anvendte metode er til at adskille to forskellige 
solutter i en opløsning, selektivitetsfaktoren blev beregnet ud fra formlen 
 
A
B
k
k
′
′=α  
 
Resolutionen (R) angiver et kvantitativt mål for, hvor god kolonnen er til at adskille to forskellige 
toppe. En resolution på 1 angiver at to toppe overlapper således at top A indeholder 4 % top B og 
omvendt. En fuldkommen adskillelse af to toppe kræver en resolution på 1.5 [Amersham 1999 og 
Skoog et al.1992]. Resolutionen kan beregnes ud fra følgende formel: 
 
( ) ( )[ ]
BA
ARAR
WW
tt
R +
−⋅= 2  
Hvor WA og WB er bredden af toppen ved basislinien i minutter. 
 
Tabel 7. Kapacitetsfaktorer, selektivitetsfaktorer og resolution for de forskellige toppe. Som det ses, er resolutionen for 
de toppe, der ligger ved siden af hinanden ca. 1, hvilket vil sige, at toppene overlapper således, at ca. 4 % af top 7 vil 
bestå af proteinet fra top 8. 
Retentionsudtryk Top 7 Top 8 Top 9 
Retentionstid T7 = 37.04 T8 = 37.64 T9 = 38.42 
Kapacitetsfaktor K´7 = 7.69 K´8 = 7.84 K´9 = 8.02 
    
Seperationsfaktor Top 7, 8 Top 8, 9 Top 7, 9 
Selektivitetsfaktor α7,8 = 1.02 α8,9 = 1.02 α7,9 = 1.04 
Resolution R7,8 = 1.02 R8,9 = 1.03 R7,9 = 2.00 
 
Når HPLC-diagrammerne for de to fjorde lægges oven i hinanden, ses det, at størrelsesforholdet på 
flere af de individuelle toppe varierer, alt efter om der er tale om serum fra Isefjorden eller fra 
Roskilde Fjord. I figur 20 ses et gennemsnit af samtlige HPLC-kørsler på oprenset serum fra de to 
fjorde. Denne figur viser således et gennemsnit af AFP-fordelingen i 154 fisk fra Roskilde Fjord og 
100 fisk fra Isefjorden. Som det ses, ligner AFP-fordelingerne hinanden en del, men der er 
tydeligvis mere af top 6 i Isefjorden, og herudover er der en del variation i de små toppe med 
retentionstid omkring 27-29 minutter. 
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Figur 20. Gennemsnit af samtlige HPLC-kørsler på oprenset serum fra de to fjorde. IF repræsenterer 100 fisk, mens RF 
repræsenterer 154 fisk. Som det ses, er der mere af top 6 i Isefjorden, og i de små toppe omkring 28 min er der ligeledes 
ikke fuld overensstemmelse mellem spektrene. 
 
Toppene 7, 8 og 9 fra Isefjorden blev undersøgt ved hjælp MALDI-MS, for at finde massen af de 
proteiner toppene indeholdt. De fundne proteinmasser ses i tabel 8, hvor også de masser, der blev 
beregnet ud fra aminosyresekvenserne samt et bud på evt. addukter, der kan forklare 
masseforskellen, ses. De sandsynlige sekvenser for top 8 og 9 indeholder hver fire aminosyrer med 
syregruppe, mens top 7 indeholder tre, se evt. appendiks 2. 
 
Tabel 8. Massen af de forskellige toppe fundet ved hjælp af MALDI-MS, med en apparatusikkerhed på ± 0.5 ‰. 
Tilordningerne af de forskellige toppe beror på toppenes indbyrdes masse, idet ingen af de fundne sekvenser koder for 
proteiner på mere end 6988 da. Den sidste kolonne angiver vægten af de tre proteiner, hvis NH4+ virker som modion for 
aminosyrerne glutaminsyres og asparaginsyres syregrupper. 
 Masse (daltons) Tilordnet Beregnet vægt  Med NH4+-addukt 
Top 7 7042  ZV14-0.3 6988 7039 
Top 8 7032 ZV10-1 6967 7035 
Top 9 7011 og 6986 ZV3-0.3 6937 7005 
  
Som det kan ses af tabellen, svarer ingen af de beregnede masser til de målte. Tilordningen af de 
enkelte toppe beror derfor på forskellen i massen af de fundne aminosyresekvenser, samt de 
efterfølgende NMR-spektre af de tre toppe. 
 
Inden resultaterne fra NMR-undersøgelserne præsenteres, skal det nævnes, at der sammenlagt blev 
oprenset ca. 120 mg AFP (top 2-10), heraf 11 mg top 7, 9 mg top 8 og 20 mg top 9. Dette var altså 
udbyttet fra i alt 59 ml serum eller ca. 120 ml fiskeblod, svarende til ca. 1 mg AFP pr. ml blod.  
 
1D-1H NMR 
Som indledende undersøgelser af proteinerne blev der udført 1D-1H NMR på protein opløst i D2O. 
Undersøgelserne havde til formål at undersøge renheden af de enkelte toppe, at give belæg for 
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tilordningen af aminosyresekvenserne til toppene, samt at bestemme hvilken temperatur, der skulle 
anvendes i senere eksperimenter. Der blev optaget spektre af top 7, 8, 9 og 10. Spektret fra top 10 
var ret forskelligt fra de resterende og vil ikke blive omtalt yderligere, se appendiks 3 for spektrum.  
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Figur 21. 1D-1H NMR spektre af 6.4 mg top 7 én time efter opløsning i D2O, kørt med 3521 transienter. a) Fuldt 
spekter. b) 6.4 – 9.4 ppm. Toppene i b) hidrører fra de aromatiske protoner i tyrosin samt protonerne i de amider der 
ikke udveksler. De amidtoppe, der er tilordnet aminosyrer i sekvensen for ZV14-0.3, er angivet, se evt. tabel 12. 
 
I figur 21 ses spektre for top 7 optaget én time efter opløsning i D2O. Som det ses, er der en urenhed 
i form af en singlet ved 3.58 ppm, der muligvis kan tilskrives ethylen glycol. Denne urenhed må 
være opstået under oprensningsproceduren, men udgør ikke et større problem. De to tyrosintoppe 
ses tydeligt ved 6.52 ppm og 6.82 ppm. I amidregionen ses ca. 30 større og mindre toppe, hvilket 
indikerer, at ca. halvdelen af amiderne er udvekslet i løbet af den første time. De resterende amider 
udvekslede enten slet ikke eller meget langsomt, idet hovedparten af toppene stadigvæk kunne 
identificeres efter en måned i D2O. De angivne tilordninger blev udført på baggrund af de senere 
optagne 2D-spektre, se evt. tabel 12. Vandsignalet ses som en intens top ved 4.7 ppm på trods af 
undertrykkelsen. Generelt ses αCH´erne fra ca. 3-5.5 ppm, βCH´erne samt δ-CH´er fra bla. proliner 
ses op til ca. 4 ppm, og de resterende CH-protoner ses blandt de mange toppe mellem 0-2.5 ppm.  
 
Spektret for top 9 viste sig at indeholde to proteiner, hvilket kan ses ved, at der i spektret optræder 
fire toppe fra de aromatiske protoner i tyrosin, hvoraf to af toppene er ca. fire gange mere intense 
end de andre. En tyrosin i sig selv giver kun anledning til to dubletter. At der er intensitetsforskel 
angiver, at der er tale om to proteiner, idet de aromatiske protoner ikke udveksler, og derfor ville 
signaler fra et protein, der indeholder to tyrosiner, have samme intensitet. Som det fremgår af figur 
22, indeholdt top 7 og top 8 derimod kun én tyrosin, og dermed kun ét AFP, da alle Type III AFP´er 
indeholder mindst én tyrosin. 
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Figur 22. 1D-1H NMR spektre af de aromatiske tyrosintoppe for a) top 7, b) top 8 og c) top 9. Som det ses, indeholder 
top 9 to tyrosiner i forskellig koncentration, hvilket indikerer tilstedeværelse af to proteiner. De to uventede 
tyrosintoppe er markeret med pile. 
 
Som det kan ses af figur 23 og tabel 9 er amiddelen af spektrene fra top 8 og 9 forholdsvis ens. 
Amiddelen af spektret for top 7 indeholder derimod ikke i ligeså høj grad toppe, der er 
sammenlignelige med signalerne fra 8 og 9.  
  
Figur 23. 1D-1H NMR-spektre af a) 3.0 mg top 8 kørt med 2254 transienter og b) 2.7 mg top 9 kørt med 1938 
transienter ved 25°C. Undersøgelsen af top 8 og 9 viste to meget ens spektre, her fremhævet ved sammenligning af 
amidregionerne.  
 
Tabel 9. Sammenligning af amiderne i top 8 og top 9. Se evt. figur 23 for spektre. 
Top 8 - 7.01 7.28 7.37 7.46 7.52 7.57 7.70 7.75 7.80 7.90 8.04 8.18 
Top 9 6.61 7.01 - 7.36 7.45 7.52 7.57 7.69 7.74 7.80 7.88 8.03 8.17 
              
Top 8 8.32 8.54 8.59 8.68 8.81 8.95 9.00 9.03 9.19 9.29    
Top 9 8.29 8.55 8.57 8.67 - 8.96 8.99 9.03 9.19 -    
 
På baggrund af disse resultater, MS-resultaterne i tabel 8 og senere af aminosyretilordningen i tabel 
12 blev top 7 tilordnet til sekvensen ZV14-0.3, og vil herefter blive omtalt sådan. En yderligere 
diskussion af denne tilordning følger senere. De følgende NMR-undersøgelser er alle på dette 
protein. 
 
Det var vigtigt at vide, hvordan proteinet reagerede ved at blive udsat for forskellige temperaturer, 
for at kunne fastlægge det bedste forsøgsdesign til den videre undersøgelse. Hvis spektret af 
proteinet varierede, kunne det betyde, at proteinets struktur ikke var bevaret ved alle temperaturer. 
Man kunne derfor risikere at bestemme strukturen af en konformation, der ikke er biologisk aktiv. 
Derfor blev ZV14-0.3 undersøgt ved 5, 15 og 25°C og spektrene sammenholdt for at se, om nogle 
af signalerne flyttede sig eller forsvandt. I figur 24 ses spektre af 1.5 mg ZV14-0.3 optaget samme 
dag ved de tre temperaturer. Grundet den lave proteinkoncentration er spektrene desværre ikke af 
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specielt god kvalitet, og måske derfor er de heller ikke fuldstændig sammenlignelige med figur 21b, 
af 6.4 mg ZV14-0.3. Spektrene i figur 24 samt 21b ses sammenlignet i tabel 10, hvor de kemiske 
skift relativt til én af de aromatiske tyrosintoppe er angivet. Resultaterne af temperaturforsøget vil 
blive diskuteret senere. Det skal dog understreges, at det ser ud som om de to spektre optaget ved 
25°C ikke er fuldstændig ens, hvilket dels kan skyldes koncentrationsforskellen, og dermed 
kvalitetsforskellen af spektrene, dels at forhold som pH ikke har været fuldstændig ens. Evt. årsager 
til det sidste er ikke umiddelbart indlysende, men der blev kun målt pH på opløsningen med 6.4 mg. 
 
Figur 24. Spektrene af 1.5 mg ZV14-0.3 ved 5, 15 og 25Cº, med 2000 transienter. Som det ses af spektrene, er der ingen 
toppe, der forsvinder ved at ændre temperaturen. 
 
Tabel 10. Sammenligning af amiderne fra spektrene i figur 24 og figur 21b. De aromatisk protoner fra tyrosin ved 6.82 
ppm, er sat som reference for temperaturforsøgene. 
Amino-
syre 
V41 ? V60 T15 V45 M21 M22 
T53 
+Q9 
M56 T18 G31 V27 A7 ? ? G52 V6 
L17 
+R23 
V49 
5°C 1.5 
mg 
6.58 - 7.05 7.41 7.47 7.58 7.58 7.77 7.77 7.92 8.17 8.35 8.38 8.49 8.65 - 9.04 9.16 9.29 
15°C 
1.5 mg 
6.56 - 7.04 7.40 7.47 7.55 7.55 7.72 7.75 7.90 8.13 8.33 8.35 8.43 8.62 - 8.99 9.11 9.23 
25°C 
1.5 mg 
6.55 - 7.04 7.39 7.48 7.56 7.56 7.70 7.74 7.90 8.11 8.33 8.33 8.39 8.59 - 8.96 9.08 9.20 
25°C 
6.4 mg 
6.56 6.64 7.09 7.35 7.46 7.50 7.55 7.72 7.74 7.89 8.13 8.27 8.30 8.39 8.64 8.73 8.95 9.03 9.19 
 
2D-1H NMR 
Proteinerne blev i første omgang opløst i D2O og herefter undersøgt med NOESY og TOCSY med 
forskellige mixing-tider. Grunden til, at det var muligt at køre prøverne i D2O var, at relativt få af 
amiderne udveksler, som bestemt ved de indledende 1D-1H NMR undersøgelser. TOCSY-spektrene 
blev anvendt til at bestemme kemiske skift for de uudvekslede amider og de resterende protoner i 
disse aminosyrer. Der blev i tilordningen taget udgangspunkt i NMR-undersøgelsen af HPLC12-
mutanten rQAE m1.1 [Chao et al. 1993], se appendiks 4. Der skal dog lægges omkring 0.1-0.2 ppm 
til de fundne kemiske skift i sammenligningen med Chao et al., hvis vandsignal lå fra 4.80-4.95 alt 
efter pH og temperatur, hvor det her blev benyttet som reference på 4.70 ppm. 
 
Som det ses af figur 25, er der, som forventet, forholdsvis mange af amiderne, der ikke er udvekslet. 
Det kan også konstateres, at der forefindes en del cross-peaks, der tyder på koblinger mellem 
amiderne og α-protonerne. Idet spektret er optaget med en forholdsvis kort mixing-tid på 50 ms, er 
der ikke så mange koblinger mellem amiderne og de resterende protoner i sidekæderne. De 
koblinger, der blev fundet, blev sammenholdt med cross-peaks fra andre spektre optaget med andre 
mixing-tider. Herved kunne en række aminosyrer tilordnes inden proteinet blev opløst i H2O.  
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Figur 25. Hele spektret fra 2D TOCSY 1H NMR-spektrum af ZV14-0.3 ved 25°C i D2O, pH 6.1 og mixing-tid = 50 ms.  
 
I figur 26 ses amiddelen af det ovenstående spektrum, med tilordninger. Der var nogle få cross-
peaks i dette spektrum, der ikke var mulige at bestemme med sikkerhed. De resterende er bestemt 
ud fra de tre TOCSY-spektre, samt et 150 ms NOESY-spektrum, der ses i figur 27.  
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Figur 26. Amidregionen fra 2D TOCSY 1H NMR spektrum af ZV14-0.3 ved 25°C i D2O, pH 6.1 og mixing-tid = 50 
ms. De tilordnede aminosyrer er markeret med bogstav og nummer. De vertikale linier gennemskærer cross-peaks, der 
stammer fra samme aminosyre. Se tabel 12 for kemiske skift. 
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Som det ses af figuren, var der nogle få amider, der koblede med samtlige protoner på sidekæderne. 
Et eksempel herpå er V60, der har en tydelig kobling fra NH (7.09 ppm) til αCH (4.33 ppm), en 
mindre kobling til βCH (1.72 ppm) og små koblinger til de to γCH3 (0.48 og 0.68 ppm). 
Koblingerne mellem sidekædeprotonerne blev yderligere verificeret i CH-området af TOCSY-
spektret (<5.5 ppm). Yderligere gik koblingsmønstret igen i 150 ms TOCSY-spektret og også i 30 
ms TOCSY-spektret, hvor koblingen fra NH til γCH3 dog ikke sås. Endelig sås en dNN(M59, V60)-
kobling i 150 ms NOESY-spektret, se tabel 11a). V60 var én af de aminosyrer, der var lette at 
identificere ud fra de spektre, der var til rådighed, men ovenstående princip blev benyttet i 
tilordningen af samtlige de aminosyrer, der ses tilordnet i tabel 12. 
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Figur 27. Amidregionen fra 2D NOESY 1H NMR spektrum af ZV14-0.3 ved 25°C i D2O, pH 6.1 og mixing-tid = 150 
ms. Cross-peaks fra tabel 11b er markeret med bogstav og nummer.  
 
Som beskrevet indgik NOESY-spektret, optaget i D2O, som en ekstra indikation af, om tilordninger 
ud fra TOCSY var foretaget korrekt. Eksempler på NOESY-koblinger mellem nabo-aminosyrer ses 
i tabel 11a. 
  
Tabel 11. A) Eksempler på NOESY-koblinger mellem naboaminosyrer fra 150 ms NOESY optaget i D2O. Koblingerne 
mellem de forskellige aminosyrer er opstillet i rækkefølgen dNN(i, i+1), dαN(i, i+1), dβN(i, i+1), dNα(i, i+1). B) 
Eksempler på koblinger, der indikerer β-sheets i proteinet, som er identiske med β-sheets beskrevet af Chao et al. 1993. 
De relative koblingsintensiteter er angivet som w = svag, m = middel, s = stærk. 
 nG52 nM59 αS4 αL17 αM22 αG31 αQ44 αV45 αA48 αL51 βV45 nA7 nR23 nG52  
A) nT53 nV60 nV5 nT18 nR23 nI32 nV45 nN46 nV49 nG52 nN46 αN8 αA24 αT53  
 w m m s s w m m s s w m s s  
 
 αA16 αV45 nV6 nA7 βA7  
B) αQ44 αV60 αT53 αT53 nG52  
 m s s w m  
 
I tabel 11b ses yderligere fem koblinger mellem aminosyrer, der umiddelbart befinder sig langt fra 
hinanden i proteinets primærstruktur. Ud fra den sekundære struktur med en række små β-sheets, 
som er beskrevet i HPLC12-mutanten rQAE m1.1, passer de fem koblinger dog fint ind, se evt. 
figur 29. dαα(A16, Q44) og dαα(V45, V60) er beskrevet som karakteristiske β-sheet-koblinger i 
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rQAE m1.1 og de tre øvrige koblinger i tabel 11b passer ligeledes fint ind i sekundærstrukturen for 
rQAE m1.1. 
 
Som det ses af tabel 12, blev der foretaget fuldstændig eller næsten fuldstændig tilordning af 28 
aminosyrer ud fra spektre optaget i D2O. Herudover sås i hvert fald to NH-αCH koblinger i de tre 
TOCSY-spektre, der ikke kunne endeligt bestemmes. Dette underbygger, at omkring 30 amider 
udveksler langsomt eller slet ikke, som indikeret af 1D-spektret, se figur 21b. Herudover blev der, 
ud fra de tre TOCSY- samt et 150 ms NOESY-spekter, bestemt kemiske skift for αCH og/eller 
sidekæde fra L19, A24, Q44, A48, L51, D58 og Y63. De kemiske skift for A24 er interessante, da 
det er én af de aminosyrer, der er skiftet ud i forhold til HPLC12 og rQAE m1.1. I NOESY-spektret 
sås dog ikke koblinger fra A24 til andre aminosyrer end R23 og A24 selv. 
 
Beklageligvis var det ikke muligt at få optaget vellykkede spektre i H2O inden for de givne 
tidsrammer. Det ene brugbare 150 ms TOCSY-spekter, det lykkedes at lave, førte kun til tilordning 
af A16 og T28 samt skiftet for en sidekæde-NH i R39, således at der i alt blev bestemt kemiske skift 
fra 37 ud af 66 aminosyrer. NOESY-spektre optaget i H2O var heller ikke vellykkede og blev ikke 
benyttet. Det blev testet, at der stadig var antifryseaktivitet i proteinopløsningen, og da der var 
masser af aktivitet, var proteinet ikke degenereret efter de mange NMR-eksperimenter. 
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Tabel 12. Oversigt over kemiske skift for de enkelte aminosyrer i ZV14-0.3. • angiver langsomt udvekslende amider. 
Tilordningen beror på 30, 50 og 150 ms TOCSY-eksperimenter optaget i D2O samt et 150 ms TOCSY-eksperiment 
optaget i H2O. Alle optaget ved 25°C og pH 6.1. Skiftene er aflæst med vandsignal som reference på 4.70 ppm. 
Nr. Aminosyre NH (J) αCH βCH γCH Andre 
1 N    
2 Q    
3 A    
4 S • 8.91 (12Hz) 5.42 3.62  
5 V • 8.10 4.01 1.79 0.70  
6 V • 8.96 4.52  
7 A • 8.30 4.49 1.60  
8 N • 9.09 (9Hz) 4.63 1.96  
9 Q • 7.73 4.35 1.77, 1.92 2.23  
10 L    
11 I • 9.17 4.51 1.88 0.97, 0.84  
12 P    
13 I    
14 N    
15 T • 7.35 3.95 3.86 1.11  
16 A   8.42 4.17 1.19  
17 L • 9.02 4.50 2.18, 2.29 1.71 δδ’0.90 
18 T • 7.89 (12Hz) 4.62 4.46 1.17  
19 L  3.76 1.47 1.65 δδ`0.48, 0.68 
20 V    
21 M • 7.50 (4Hz) 3.95 2.06 2.38  
22 M • 7.56 4.82 1.95, 2.01 2.19  
23 R • 9.03 4.66  
24 A  5.07 1.09  
25 E    
26 V    
27 V • 8.27 4.63 1.95 0.62, 0.76  
28 T   8.28 4.33 3.83 1.08  
29 P    
30 M    
31 G • 8.13 4.88, 3.35  
32 I • 8.68 3.78  1.16, 0.28 γCH3 0.89 δCH3 0.01 
33 P    
34 A • 8.23 (8Hz) 3.97 1.25  
35 V    
36 D    
37 I    
38 P    
39 R • 7.33 4.25 1.92 1.60, 1.70 δδ’ 3.22 εNH 7.19
40 L    
41 V • 6.53 3.15 1.88 0.94  
42 S    
43 M    
44 Q  5.10 1.67, 1.95 2.19  
45 V • 7.46 (7Hz) 5.24 2.40 0.94, 1.05  
46 N • 8.48 (8Hz) 4.63 2.29  
47 R    
48 A  4.65 1.20  
49 V • 9.20 4.38 2.18 0.89  
50 P    
51 L  3.30 1.49 1.24 δδ’0.72 
52 G • 8.72 3.42, 3.97  
53 T • 7.72 4.18 4.02 1.18  
54 T    
55 L • 8.92 4.31 1.08, 1.38  
56 M • 7.74 (7Hz) 4.91 1.72, 2.16 2.50  
57 P    
58 D  4.35 2.78, 2.91  
59 M • 8.07 (8Hz) 4.56 2.07 2.62  
60 V • 7.09 (9Hz) 4.33 1.72 0.48, 0.68  
61 K    
62 G    
63 Y   2.81 δδ` 6.82   εε` 6.52
64 A    
65 P    
66 A    
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Diskussion 
 
Hovedformålene med dette projekt var følgende: 
- At undersøge om der er to distinkte populationer af Z. viviparus i Roskilde Fjord og Isefjorden, 
og efterfølgende at undersøge antifrysaktiviteten og sammensætningen af AFP´er de to 
populationer imellem. 
- At foretage en fuldstændig oprensning af de enkelte AFP´er fra de to populationer. 
- At undersøge ét udvalgt AFP ved hjælp af NMR, med det formål at belyse strukturelle 
egenskaber for AFP fra Z. viviparus og blandt andet afgøre, om der er tale om Type III AFP´er, 
som det tidligere er antydet. 
Disse hovedformål vil i det følgende blive sammenholdt og diskuteret. 
 
Der blev observeret store individuelle forskelle i fiskenes totalprotein og størrelsen af den termiske 
hysterese hos de indsamlede individer, der indgik i ryghvirvelundersøgelsen. Som det ses af figur 
12, s. 22, var der ingen tydelig tendens til, at fisk med høj totalprotein-koncentration også har en høj 
termisk hysterese. 
 
Der var ikke nogen signifikant forskel i totalprotein-koncentrationen i serum for de to populationer. 
Derfor er det interessant, at den individuelle forskel er så stor, som den er. En høj protein-
koncentration kunne være en indikator på god fitness hos det samplede individ, hvorimod en lav 
protein-koncentration kunne være tegn på dårlig fitness. Det blev observeret, at der var en 
signifikant forskel i totalprotein-koncentration mellem hanner og hunner, se tabel 5, s. 21. Denne 
forskel kan måske tilskrives, at hunnerne i indsamlingsperioden var gravide, og at de derfor bruger 
en del energi på yngelen. Herudover er det beskrevet, at hunnernes fitness er lavest i december, som 
resultat af et stop i fødeindtaget efter parringen i september [Vetemaa 1999]. 
 
Den termiske hysterese varierede også fra individ til individ indenfor en range på 0.3-0.8°C. Der 
var ikke signifikant forskel på den termiske hysterese mellem de to populationer, mens hannerne 
udviste et mere potent antifryseforsvar end hunnerne. Denne forskel kan eventuelt tilskrives de 
samme faktorer som for variationen i totalprotein. 
 
Selvom koncentrationen af protein og den termiske hysterese for de to populationer må antages at 
være ens, kunne der observeres forskelle på proteinniveau. På figur 20, s. 28, ses et gennemsnit af 
alle HPLC-kørsler på serum fra henholdsvis Isefjorden og Roskilde Fjord. Som det ses af figuren, er 
der nogle toppe, der varierer i intensitet mellem de to lokaliteter. Figuren må antages at give et godt 
billede på fordelingen af de forskellige proteiner i de to populationer, idet grafen for Isefjorden 
repræsenterer 100 samplede individer og grafen for Roskilde Fjord 154 individer. Der er ti større 
samt en række mindre toppe i spektret, der hver især repræsenterer et eller flere proteiner. Der kan 
ses en forskel på de to populationer i intensiteten af toppene. Top 1,6 og 7 er mere intense i 
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prøverne fra Isefjorden og top 2 er større i prøverne fra Roskilde Fjord. Herudover indeholder 
prøverne fra Roskilde Fjord en lille top, der kommer ud umiddelbart inden top 2. Det blev testet, at 
dette protein udviste termisk hysterese. Som det ses af tabel 4, s. 21, er fiskene indsamlet jævnt 
gennem indsamlingsperioden på begge lokaliteter, og forskellene kan således ikke skyldes evt. 
sæsonvariationer. Det må derfor konkluderes, at der er mindre forskelle i antifryseforsvaret hos de 
to populationer, om end forskellen i termisk hysterese ikke er signifikant. 
 
Der er foretaget flere undersøgelser af antifryseaktivitet hos forskellige populationer af samme art. 
Det er f.eks. observeret, at den termiske hysterese og tidspunktet hvor produktionen af AFP’er 
sættes i gang hos vinterflynderen Pleuronichthys americanus, varierer i udbredelsesområdet langs 
den nordamerikanske kyst [Goddard og Fletcher 2002], og at M. americanus ved den amerikanske 
østkyst producerer mere AFP jo nordligere, og dermed koldere, lokalitet, de lever på [Hew et al. 
1988]. Der er derimod ikke foretaget undersøgelser af sammensætningen af antifryseproteiner hos 
forskellige populationer af samme art, hvorfor det er ret interessant, at to populationer, der 
geografisk er adskilt i så lille grad, tilsyneladende har varierende koncentrationer af de samme 
proteiner. 
 
Som beskrevet i resultatafsnittet, er der ikke statistisk signifikant forskel på den termiske hysterese i 
serum fra de to lokaliteter. Hvis der er en forskel, er AFP-indholdet dog højest i ålekvabberne fra 
Roskilde Fjord. Dette stemmer dårligt overens med det faktum, at saliniteten er højest i Isefjorden. 
Der blev fundet en gennemsnitlig salinitet i Isefjorden på 19.5 ‰ og i Roskilde Fjord på 13.2 ‰, 
hvilket stemmer godt overens med tidligere beskrevne værdier for de to fjorde, se tabel 1 og 2, s. 
11. De fundne maksimale saliniteter på henholdsvis 21 ‰ og 14 ‰, svarer til frysepunkter i 
fjordene på ca. -1.2°C og -0.8°C. Ålekvabbers blod fryser omkring -0.7°C, og ålekvabber i Roskilde 
Fjord, skulle således kunne nøjes med en meget minimal antifryseaktivitet, mens ålekvabber i 
Isefjorden vil være sikre med en frysepunktssænkning på ca. 0.6°C. Allerede i december måned, var 
frysepunktssænkningen dog omkring 0.8°C i begge fjorde. Ålekvabberne regulerer altså 
tilsyneladende ikke deres AFP-produktion efter frysepunktet i det vand, der omgiver dem, og bruger 
dermed unødig energi på at producere en betragtelig mængde proteiner, der udgør op til ¼ af den 
samlede proteinkoncentration i blodet. Der kan tænkes to mulige forklaringer på dette:  
 
1. Ålekvabberne har en genetisk bestemt AFP-produktion, som de sætter i gang ved faldende 
temperatur, lysintensitet eller kombination af disse om efteråret. AFP-produktionen kan således 
ikke reguleres efter behov, og ålekvabberne mister den energi, der bruges i produktionen af 
unødvendige AFP´er. Dette kan skyldes, at antifryseforsvaret hos populationerne i Isefjordsystemet 
er opstået under højsalinære forhold i havene og ikke blevet tilpasset livet i estuarier. 
 
2. AFP´erne har andre virkemekanismer end antifryseaktivitet.  
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Af andre virkemekanismer for AFP´er, er det foreslået, at de kunne have en membranstabiliserende 
virkning, ved lave temperaturer. Det er blandt andet vist, at visse AFGP´er og Type I AFP´er 
stabiliserer membranen i ægceller fra grise og køer, hvis cellerne udsættes for lave temperaturer 
[Rubinsky et al. 1990, Rubinsky et al. 1991]. Specifikt for AFP´er fra Z. viviparus, tyder det på, at 
disse interagerer med negativt ladede membraner, men det vides ikke hvordan, eller hvilken 
betydning det evt. kan have [Fjeldsted 2004]. En mulig forklaringsmodel er, at AFP’erne sænker 
fasetransitionstemperaturen så membranen holdes flydende om vinteren. 
 
Hvis det forudsættes, at AFP-produktionen er uafhængig af det omgivende vands frysepunkt, er det 
sandsynligt, at en evt. højere AFP-produktion i Roskilde Fjord kan skyldes, at fiskene fra denne 
lokalitet generelt var i en bedre kondition. I forhold til deres længde, havde ålekvabberne i Roskilde 
Fjord i hvert fald en væsentlig højere middelvægt, og det kunne således tyde på at forholdene for Z. 
viviparus var bedre i Roskilde Fjord. 
 
Det har ikke været muligt at finde tilsvarende undersøgelser, hvor effekten af vandets frysepunkt på 
AFP-koncentrationen undersøges. Som beskrevet ovenfor er det vist, at M. americanus og P. 
americanus ved den amerikanske østkyst producerer mere AFP, jo nordligere de lever. Det er 
dermed sandsynligt, at forskellige populationer af Z. viviparus vil udvikle forskellige 
antifryseforsvar, i habitater med forskellige vintertemperaturer, mens de altså ikke er i stand til at 
regulere efter salinitet. Disse hypoteser ville kunne underbygges ved undersøgelser af populationer, 
fra habitater med endnu større forskelle i salinitet men med samme klimatiske forhold. 
 
Alle de, i litteraturen, beskrevne Type III-aminosyresekvenser indeholder flere velbevarede 
områder. Specielt fra S4-M22 og Q44-Y63 er der stor homologi. Dette er med til at styrke 
opfattelsen af, at proteinernes rumlige struktur er nogenlunde bevaret imellem de forskellige arter af 
ålekvabber. På de positioner hvor der forekommer variation, kan det observeres, at det ofte kun er 
to eller tre forskellige aminosyrer, der indgår på disse pladser. 
 
I appendiks 2 er opstillet en sammenligning mellem aminosyresekvensen for ZV14-0.3 og 
sekvenserne for de Type III AFP´er, der minder mest om dette protein fra de øvrige arter. ZV14-0.3 
er 97 % bevaret i forhold til nfeAFP9 fra Z. elongatus, hvilket svarer til to udskiftninger. Til 
sammenligning er der i HPLC12 fra M. americanus fire udskiftninger. Z. elongatus’ 
antifryseforsvar er generelt meget lig det fundet i Z. viviparus, f.eks. er ZV3-0.3 og nfeAFP11 
fuldstændigt ens. AFP’erne fundet i Z. viviparus minder mest om AFP’erne fra M. americanus og Z. 
elongatus der er fra samme slægt og mindst om arterne fra Antarktis. Det ses endvidere, at der er 
beskrevet flest AFP-isoformer hos de tre arter fra slægten Zoarces. Det vides ikke, om dette skyldes 
at de øvrige arter indeholder færre isoformer eller om oprensningen og sekventeringen har været 
mangelfuld. Det blev dog i dette projekt fundet, at det er vanskeligt at adskille alle isoformer, da de 
minder meget om hinanden. 
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I den første del af oprensningen blev der anvendt den samme metode, som blev brugt af [Sørensen 
2002]. Graferne for denne del af oprensningen lignede til forveksling de resultater, der blev opnået i 
denne tidligere undersøgelse. Det andet oprensningstrin er ikke tidligere anvendt, men har højst 
sandsynligt ikke bidraget til adskillelse af de interessante proteiner. Der er dog blevet sorteret en del 
uinteressante komponenter fra således, at det var muligt at oprense på næsten rent antifryseprotein i 
det sidste trin, hvilket begrænsede antallet af nødvendige HPLC-kørsler. Udbyttet på ca. 1 mg AFP 
pr. ml udtaget blod skal sammenlignes med et forventet AFP-indhold i Z. viviparus på ca. 3 mg/ml 
for en gennemsnitlig termisk hysterese på ca. 0.5°C, sammenlignet med tidligere undersøgelser 
[Sørensen 2002]. Der er altså mistet ca. 2/3 af AFP´erne i oprensningsproceduren. På figur 14, s. 23, 
ses, at ca. 1/3 af den termiske hysterese befinder sig uden for de opsamlede fraktioner i det første 
oprensningstrin. Den første oprensningsprocedure bidrog således mest til tab af AFP, og en 
opsamling af fraktionerne 9-11 og 17 efterfulgt af frysetørring og gentagelse af 1. oprensningstrin 
kunne således have øget udbyttet betydeligt, men det skal naturligvis sættes i forhold til det øgede 
tidsforbrug. 
 
Antallet af forskellige antifryseproteiner, der blev oprenset i denne undersøgelse, var en del større 
end det tidligere fundne hos Z. viviparus [Sørensen, 2002]. Dette skyldes sandsynligvis, at en anden 
højtrykskromatografisk metode blev anvendt i dette projekt. Proteiner vil ved forskellig pH være 
mere eller mindre ladede, hvilket kan ændre deres relative hydrofilicitet og derfor retentionstiden 
for proteinet i reversfase-HPLC. Ved at ændre gradienten i oprensningen kan der også forsvinde 
eller dukke flere toppe op i en oprensning, idet en lille gradient generelt vil medføre en større grad 
af adskillelse af proteinerne. Kolonnens materiale og maksimale kapacitet kan også have 
indflydelse på, i hvor høj grad visse proteiner bliver adskilt ved reversfase-HPLC. I denne 
undersøgelse er der ændret på både pH-værdien, gradienten samt anvendt en anden kolonne end i 
den tidligere oprensning af antifryseproteiner fra Z. viviparus. 
 
Grunden til, at nogle toppe indeholder flere proteiner skal findes i, at retentionstiden især 
bestemmes ud fra hydrofiliciteten. Samme top kan altså godt indeholde proteiner med både 
forskellig masse og med stor forskel i aminosyresekvensen. Top 9 indeholder som tidligere omtalt 
to proteiner i forholdet 1 til 4. Massen af de to proteiner adskiller sig kun med 28 Da, men 
forskellen i aminosyresammensætning kendes ikke, idet kun sekvensen for det ene protein er kendt. 
Proteinerne kunne ikke adskilles ved at ændre gradienten. 
 
Toppene kom i hovedtræk ud i samme rækkefølge som fundet af Sørensen 2002, om end der, som 
tidligere nævnt, var flere toppe og dermed bedre oprensning af proteinerne i denne undersøgelse. 
Det antages, at ZV4 er splittet op i to toppe og udgør top 7 og 8, samt at top 4 og 5 er adskilte, mens 
de i den tidligere undersøgelse begge lå i samme top. 
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Figur 28.  HPLC-kromatogram af Z. viviparus AFP´er A) fra Sørensen 2002 og B) fra denne undersøgelse 
 
Af de fundne aminosyresekvenser er der kun tre sekvenser, der, set ud fra sammenligning af 
sekvenser, tilhører QAE-gruppen, se appendiks 2. Da det kun er QAE-proteiner, der har betydelig 
individuel antifryseaktivitet [Nishimiya et al. 2005], og det kun er fundet, at top 7, 8 og 9 udviser 
høj termisk hysterese, antages det, at disse tre sekvenser kan tilskrives proteinerne i de tre toppe, se 
tabel 6, s. 26, og figur 28.  
 
Ved undersøgelse af proteinerne i toppene med 1D 1H-NMR ses det, at top 8 og 9 er stort set ens, 
hvis man ser bort fra urenheden i top 9. MALDI-MS-undersøgelsen af de tre toppe indikerer 
endvidere, ud fra den relative forskel i massen og teorien om NH4+ som modion til syregrupperne, 
at top 7 kan tilskrives ZV14-0.3. Derfor er de to sekvenser ZV10-1 og ZV3-0.3 blevet tilskrevet 
proteinerne i henholdsvis top 8 og 9, idet de kun varierer med én aminosyre, se tabel 8, s. 28, og 
appendiks 2.  
 
NMR-spektrene af top 7 gav en klar indikation af, at dette protein kunne tilskrives 
aminosyresekvensen ZV14-03, idet otte af de tilordnede aminosyrer kun var at finde i denne 
sekvens. Af de tilordnede aminosyrer, der ikke indgår i ZV3-0.3 og ZV10-1; N8, Q9, L19, R23, 
A24, T28, V41 og L51, er der blevet rapporteret udskiftninger med de samme aminosyrer i andre 
Type III AFP’er i litteraturen. Udskiftningen i specielt Q9 er interessant, idet den højst sandsynligt 
indgår i den isbindende flade af proteinet. ZV3-0.3 og ZV10-1 har begge en valin på denne plads, 
hvilket også ses hos Z. elongatus AFP’erne nfeAFP11, -12 og -13, der alle er fra QAE-gruppen. 
 
Endvidere er det sandsynligt, at det tidligere beskrevne ZV4 indeholder top 7, idet dette passer med 
rækkefølgen på retentionstiderne. De tidligere beskrevne aminosyresekvenser for ZV4 passer kun 
med sekvensen for det fundne ZV14-0.3, se appendiks 2.  
 
På baggrund af massespektre, antallet af QAE-aminosyresekvenser, relativ retentionstid koblet med 
tidligere delsekvenser af ZV4, lighed mellem top 8 og 9 i NMR-spektrene samt identifikationen af 
en række aminosyrer i top 7, der kun ses i sekvensen for ZV14-0.3, blev denne sekvens tilordnet top 
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7. Det kan dog ikke afvises, at top 7 kan være et protein med en primærstruktur meget lig ZV14-0.3, 
som bare ikke er blevet udtrykt i det øjeblik, der blev udtaget RNA til aminosyresekventering. Hvis 
top 7 findes blandt de 12 sekvenser for Z. viviparus-AFP´er, er der dog ingen tvivl om, at der er tale 
om proteinet ZV14-0.3. 
 
Det blev testet, om ZV14-0.3 ændrede konformation mellem 5-25°C ved at optage de tre spektre, 
der ses i figur 24, s. 31. Som det ses af tabel 10, s. 31, kan samtlige toppe genfindes i de tre spektre. 
Generelt er der en tendens til, at de kemiske skift falder med 0.2-0.5 ppm for hver gang 
temperaturen hæves med 10°C. Dette gælder dog ikke T15, T18, M21, M22, V27, V45, M56, og 
V60, hvis kemiske skift ikke ændrer sig eller kun ændrer sig minimalt. Der er ingen tendens til, at 
amider, der sidder hydrogenbundet i β-sheets (V6, A7, T15, R23, V45, V49, T53) ændrer sig 
mindre end de øvrige amider. Temperaturforsøgene giver således ingen antydninger af 
lokaliseringen af β-sheets, men viser, at konformationsændringen af ZV14-0.3 må være minimal fra 
5°C til 25°C, og det kunne hermed forsvares at optage 2D-spektre ved 25°C, hvilket var ønskeligt af 
hensyn til mindskning af liniebredden i spektrene. 
 
I tabel 12 er angivet, at 28 aminosyrer er fundet at udveksle langsomt eller slet ikke i ZV14-0.3. 
Herudover blev mindst to signaler fra langsomt udvekslende amider ikke tilordnet. Sammenlignes 
med appendiks 4, ses det, at der er en meget høj grad af sammenfald med de 29 aminosyrer, der 
udvekslede langsomt i rQAE m1.1 [Chao et al. 1993]. Dog er amiderne V27, R39 og G52 fundet 
ikke at udveksle i ZV14-0.3, hvilket de gjorde i rQAE m1.1, mens E25, I37, L40 og M43 derimod 
ser ud til at være udvekslet, hvilket de ikke var i rQAE m1.1. Som tidligere nævnt, kan der være to 
årsager til, at amider udveksler langsomt. Enten sidder de skærmet fra vandet, ved f.eks. at være 
placeret i midten proteinet, eller også sidder de hydrogenbundet i et β-sheet. Især de sidste vil ofte 
være helt forhindret i at udveksle med D2O [Reid et al. 1997]. I figur 29, s. 42, ses de fundne β-
sheets i rQAE m1.1. Sammenlignes denne figur med appendiks 4, ses det, at de amider, der sidder 
hydrogenbundet i β-sheets, alle er fundet at udveksle langsomt, undtagen L51 og G52. At disse to 
aminosyrer skulle udveksle hurtigt på trods af, at de sidder hydrogenbundet forekommer 
overraskende, og i ZV14-0.3 er G52 altså fundet at udveksle langsomt, om end det rent faktisk er én 
af de amider, hvis top forsvinder fra spektret, hvis prøven får lov at stå i flere dage. Blandt de 
amider, der har anderledes udvekslingsmønster i forhold til rQAE m1.1, sidder udover G52 også 
S25 hydrogenbundet i β-sheet. At denne tilsyneladende udveksler i ZV14-0.3, kan muligvis 
tilskrives én af følgende forklaringer. Begge forklaringsmodeller grunder i aminosyren A24 i ZV14-
0.3, der udgør en ændring i forhold til S24 i rQAE m1.1: 1. Ændringen S24→A24 har ændret β-
sheetet, således at E25 ikke længere sidder hydrogenbundet til S4. 2. Ændringen S24→A24 har 
medført en større ændring af det kemiske skift for S25, således at det ikke har været muligt at 
genfinde S25 ud fra skiftene i rQAE m1.1. Koblingen mellem NH og αCH i S25 skulle således være 
én af de to koblinger, det ikke var muligt at tilordne med sikkerhed, nemlig 8.32→4.65 og 
8.99→3.26. Om én af disse forklaringer er korrekt, er svært at sige, men hvis β-sheetet, er ændret, 
er det naturligvis interessant. En sådan ændring ville dog nok have resulteret i ændrede 
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udvekslingsrater og kemiske skift for de øvrige aminosyrer i dette β-sheet, og dette synes ikke at 
være tilfældet. Det var desværre ikke muligt at se koblinger til A24´s αCH eller βCH i NOESY-
spektret, hvilket ellers havde hjulpet på besvarelsen af denne problemstilling. De øvrige noterede 
ændringer i udvekslingsrater mellem de to proteiner, kan evt. alene være resultatet af definitionen af 
langsomt og hurtigt udvekslende amider i denne undersøgelse i forhold til [Chao et al. 1993]. At en 
amid er langsomt udvekslende defineres i denne undersøgelse som at amiden stadigvæk ses efter 
min. 2 timer i D2O, mens der ikke er en sådan definition i [Chao et al. 1993]. Der kan dog 
naturligvis også være tale om strukturelle forskelle de to proteiner imellem. 
 
Samlet set ser det ud til, at de tidligere beskrevne β-sheets er bevarede i ZV14-0.3: I rQAE m1.1 er 
der beskrevet to triplestrengede β-sheets og ét dobbeltstrenget β-sheet, i alt bestående af ni korte β-
strenge, se figur 29 [Chao et al. 1993]. De tre β-sheets dannes af følgende aminosyrestrenge: 22-26; 
3-7; 53-55; 33-34, 15-18; 43-46; 59-60 og 10-12; 48-50.  
 
Figur 29. De identificerede β-sheets i rQAE m1.1 [Chao et al. 1993]. Observerede NOE-koblinger er markeret med 
dobbeltpile. Hydrogenbindinger er markerede med stiplede linier. 
 
Der er, som det ses af tabel 12, s.35, identificeret ikke-udvekslede amider i samtlige ni tidligere 
beskrevne β-strenge, og bortset fra, at S25 muligvis er udvekslet i ZV14-0.3, tyder 
udvekslingsmønstret ikke på, at der er tale om markant anderledes β-sheets i forhold til rQAE m1.1. 
Grundet den manglende succes med spektre optaget i H2O, blev der aldrig udført grundige 
undersøgelser af NOE-koblinger i β-sheets. Ud fra NOESY-spektret optaget i D2O blev der dog 
bl.a. identificeret de fem NOESY-koblinger, der ses i tabel 11b, s. 33, som tyder på, at i hvert fald 
de to triplestrengede β-sheets er bevaret fra rQAE m1.1´s sekundære struktur. I hvert fald sidder 
A16 tæt på Q44, V45 tæt på V60, V6 tæt på T53 og A7 tæt på G52 og T53. Det dobbeltstrengede β-
sheet er sandsynligvis også bevaret, da aminosyrene 10-12 og 48-50 er placeret langt fra de 
aminosyrer, der afviger mellem de to proteiner.  
 
På baggrund af ovenstående må det konkluderes, at ZV14-0.3 er blevet fundet i hovedtræk at ligne 
HPLC12-mutanten rQAE m1.1. Dette er især begrundet i følgende observationer:  
- Det er i hvert fald 75% af de amider, der ikke udveksler i rQAE m1.1, som heller ikke 
udveksler i ZV14-0.3. Især omkring β-sheets passer udvekslingsmønstrene bortset fra E25 og 
G52, hvor det måske ikke er overraskende, at G52 er fundet at udveksle langsomt, da den 
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sidder hydrogenbundet i β-sheet i rQAE m1.1, mens udskiftningen S24→A24 kan tænkes at 
have haft indflydelse på E25 som diskuteret.  
- Karakteristiske NOE-koblinger er fundet i de to triplestrengede β-sheets.  
- Alle de tilordnede aminosyrer havde nogenlunde de samme kemiske skift, når der tages hensyn 
til referenceforskellen, som beskrevet. At de kemiske skift er nogenlunde identiske indikerer, at 
aminosyren befinder sig i de samme fysisk/kemiske omgivelser, hvilket tyder på en høj grad af 
strukturlighed. 
 
Tilordningen af signaler til de forskellige aminosyrer beror hovedsageligt på spektre optaget i D2O, 
da disse blev langt mere vellykkede end spektre optaget i H2O. De 146 signaler, der er blevet 
tilordnet, som det fremgår af tabel 12, s. 35, er generelt blevet krydstjekket i flere forskellige 
TOCSY-spektre med forskellig mixing-tid samt i NOESY-spektret. Generelt sås ikke så mange 
cross-peaks, som det var ventet ud fra den tidligere NMR-undersøgelse af rQAE m1.1. Dette var 
med til at besværliggøre tilordningen af aminosyrerne, idet det ofte kun var muligt at se koblingen 
mellem α-protonen og amiden. En mulig forklaring på dette kan være, at ZV14-0.3 kun kunne 
opløses til en koncentration på ca. 1 mM, hvilket kan give problemer med signalintensiteten. Dette 
problem kunne muligvis være overkommet ved at køre prøverne på et NMR-apparat med en større 
feltstyrke og/eller tilkoblet cryoprobe, hvilket ville have resulteret i større signalintensitet og bedre 
adskillelse af de forskellige toppe. 
 
Der var som tidligere beskrevet problemer med undertrykkelsen af vandsignalet i H2O-
eksperimenterne, idet de Watergate-eksperimenter, der blev forsøgt opstillet, ikke kunne 
undertrykke vandsignalet. Der blev således kørt med normal undertrykkelse under disse forsøg, 
hvilket afstedkom et kraftigt vandsignal, der overskyggede mange af signalerne fra proteinet. 
Succesfuld undertrykkelse af vandsignalet ville sandsynligvis kunne forbedre spektre optaget i H2O 
betydeligt. 
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Det blev, ved hjælp af optælling af ryghvirvler, vist, at der er to distinkte populationer af Z. 
viviparus i Roskilde Fjord og Isefjorden. Fiskene i Roskilde Fjord havde 108.8 ryghvirvler mod 
112.2 i Isefjorden. Der kunne derimod ikke måles forskel i hverken totalproteinkoncentration eller 
termisk hysterese, om end der blev observeret forskelle i AFP-sammensætningen. Det var 
interessant, at der ikke var nogen signifikant forskel i den termiske hysterese for de to populationer, 
idet saliniteten og dermed behovet for et effektivt antifryseforsvar er større i Isefjorden. 
 
Oprensningen af proteinerne viste, at det er muligt at adskille de forskellige isoformer af Type III 
AFP til næsten fuldkommen renhed. Der blev i alt oprenset ti forskellige toppe, hvoraf mindst ni 
indeholdt antifryseproteiner. Det blev, ved bestemmelse af aminosyrersekvenser, fundet, at Z. 
viviparus indeholder minimum 12 AFP'er, hvoraf otte tilhører SP-gruppen og tre tilhører QAE-
gruppen. Det sidste protein hører umiddelbart ikke ind under nogen af de to grupper. Ud fra 
MALDI-MS og NMR-spektroskopi blev top 7 tilordnet aminosyresekvensen ZV14-0.3. Det blev 
endvidere fastslået at ZV14-0.3 var identisk med det tidligere beskrevne protein ZV4, ud fra 
retentionstider og de delsekvenser, der var blevet bestemt fra dette. 
 
1D 1H-NMR-undersøgelserne viste, at ZV14-0.3 var stabilt mellem 5-25°C og havde ca. 30 amider 
der udveksler langsomt eller ikke udveksler. At der var så mange uudvekslede amider tyder på, at 
proteinet er forholdsvis kompakt og indeholder mange intramolekylære hydrogenbindinger. Ved 
videre undersøgelser blev signaler fra 38 aminosyrer tilordnet ved hjælp af TOCSY- og NOESY-
eksperimenter. Desværre kunne der ikke foretages en fuldstændig tilordning grundet problemer med 
vandundertrykkelsen, når proteinet var opløst i H2O. De kemiske skift for de fundne aminosyrer og 
udvekslingsmønstret for amiderne tyder på, at ZV14-0.3 har tilnærmelsesvis samme struktur som 
rQAE m1.1, der er en mutant af Type III AFP'en HPLC12 fra M. americanus. Denne iagttagelse 
blev yderligere underbygget af fundne NOE-koblinger, der indikerer, at de i rQAE m1.1 
observerede β-sheets også er til stede i ZV14-0.3. 
Side 44 af 52 
Undersøgelser af antifryseproteiner fra Z. viviparus 
Kilder 
 
Amersham Pharmacia Biotech, 1999; Reversed Phase Chromatography: Principles and Methods 
 
Antson, A. A., Smith, D. J., Roper, D. I., Lewis, S., Caves, L. S. D., Verma, C. S., Buckley, S. L., 
Lillford, P.J., Hubbard, R. E., 2001; Understanding the Mechanism of Ice Binding by Type III 
Antifreeze Proteins, J. Mol. Biol., 305: 875-889 
 
Barrett, J., 2000; Thermal hysteresis proteins, The International Journal of Biochemistry & Cell 
Biology, 33: 105-117 
 
Brown, D. J., Sönnichsen, F. D., 2002; The Structure of Fish Antifreeze Proteins, Fish antifreeze 
proteins, Molecular aspects of fish and marine biology, vol. 1, kap. 5 
 
Carl, H., 2003; Gads håndbog om fisk, Gads Forlag 
 
Chao, H., Davies, P. L., Sykes, B. D., Sönnichsen, F. D., 1993; Use of proline mutants to help solve 
the NMR solution structure of type III antifreeze protein, Protein Science, 2: 1411-1428 
 
Chao, H., Sönnichsen, F. D., DeLuca. C. I., Sykes B. D., Davies, P. L., 1994; Structure-function 
relationship in the globular type III antifreeze protein: Identification of a cluster of surface residues 
required for binding to ice, Protein Science, 3: 1760-1769 
 
Chen, G., Jia, Z., 1999; Ice-Binding Surface of Fish Type III Antifreeze, Biophysical Journal, 77: 
1602-1608 
 
Cheng, C-H. C., 1998; Evolution of the diverse antifreeze proteins, Current Opinion in Genetics & 
Development, 8: 715-720 
 
Davies, P.L., Sykes, B. D., 1997; Antifreeze proteins, Current Opinion in Structural Biology, 7: 
828-834 
 
Deng, G., Andrews, D. W., Laursen, R. A., 1997; Amino acid sequence of a new type of antifreeze 
protein, from the longhorn sculpin Myoxocephalus octodecimspinosis, FEBS Letters, 402, issue 1: 
17-20  
 
Ewart, K. V., 2002; Fish Antifreeze Proteins: Functions, molecular interactions and biological roles, 
Fish antifreeze proteins, Molecular aspects of fish and marine biology, vol. 1, kap. 3 
 
Side 45 af 52 
Undersøgelser af antifryseproteiner fra Z. viviparus 
Feeney, R. A., Osuga, D. T, 2002; Early Research on Proteins from the Antartic: Antifreeze 
Glycoproteins, Fish antifreeze proteins, Molecular aspects of fish and marine biology, vol. 1, kap. 1 
 
Fjeldsted, P., 2004; Interaktion mellem Z. viviparus AFP og membraner, Specialerapport, Roskilde 
Universitetscenter, Institut for Biologi og Kemi 
 
Fletcher, G. L., Hew, C. L., Davies, P.L., 2001; Antifreeze Proteins of Teleost Fishes, Annu. Rev. 
Physiol., 63: 359-390 
 
Goddard, S. V., Fletcher G., L., 2002; Physiological Ecology of Antifreeze Proteins – A Northern 
Perspective, Fish antifreeze proteins, Molecular aspects of fish and marine biology, vol. 1, kap. 2 
 
Graether, S. P., Deluca, C. I., Baardsnes, J., Hill, G. A., Davies, P. L., Jia, Z., 1999; Quantitative 
and Qualitative Analysis of Type III Antifreeze Protein Structure and Function, The Journal of 
Biological Chemistry, 274 no. 17: 11842-11847 
 
Hew, C. L., Wang, N., Joshi, S., Fletcher, G. L., Scott, G. K., Hayes, P. H., Buettner, B., Davies, P. 
L., 1988; Multiple Genes provide the Basis for Antifreeze Protein Diversity and Dosage in the 
Ocean Pout, Macrozoarces americanus, The Journal of Biological Chemistry, 263 no. 24: 12049-
12055 
 
Jensen, H. J., Müller, J. P., Nielsen, J. G., 2000; Fiskebestanden i den sydlige del af Roskilde Fjord 
august 2000. Fiskeøkologisk laboratorium for Roskilde Amt 
 
Jia, Z., Davies, P.L., 2002; Antifreeze proteins: an unusual receptor-ligand interaction, TRENDS in 
Biochemical Sciences, 27 no. 2: 101-106 
 
Ko, T-P., Robinson, H., Gao, Y-G. Cheng, C-H C., DeVries, A. L., Wang, A. H, 2003; The Refined 
Crystal Structure of an Eel Pout Type III Antifreeze Protein RD1 at 0.62-Å Resolution Reveals 
Structural Microheterogeneity of Protein and Solvation, Biophysical Journal, 84: 1228-1237 
 
Macomber, R. S., 1998; A Complete Introduction to Modern NMR Spectroscopy, John Wiley & 
Sons, Inc. 
 
Miura, K., Satoru, O., Hoshino, T., Nemoto, N., Tetsuya, S., Miura, A., Spyracopoulos, L., Kondo, 
H., Tsuda, S.; 2001, NMR Analysis of Type III Antifreeze Protein Intramolecular Dimer, The 
Journal of Biological Chemistry, 276 no. 2: 1304-1310 
 
Nielsen, J. G., Dahlstrøm, P., Olesen, B., Muus, B. J., 1998; Havfisk og fiskeri i Nordvesteuropa, 
pp. 206-207, Gads Forlag 
Side 46 af 52 
Undersøgelser af antifryseproteiner fra Z. viviparus 
 
Nishimiya, Y., Sato, R., Takamichi, M., Miura, A., Tsuda, S., 2005; Co-operative effect of the 
isoforms of type III antifreeze protein expressed in Notched-fin eelpout, Zoarces elongatus Kner, 
the FEBS Journal 272, pp. 482-492 
 
Olsen, R. B., 1999; Ålekvabber i Mariager Fjord (1915-1998) – et studie baseret på morfologi, 
genetik og økologi, Specialerapport, Aarhus Universitet, Afdeling for Marin Økologi 
 
Paxton, J. R., Eschmeyer, W. N., 1998; Encyclopedia of Fishes, Academic Press 
 
Petrenko, V. F., Whitworth, R. W., 1999; Physics of Ice, Oxford University Press 
 
Rasmussen, E., 1973; Systematics and Ecology of the Isefjord Marine Fauna (Denmark), Ophelia, 
Vol. 11, August 1973 
 
Reid, D. G., MacLachlan L. K., Edwards, A. J., Hubbard, J. A., Sweeny, P. J., 1997; Introduction to 
the NMR of proteins, Protein NMR Techniques, kap. 1 
 
Rubinsky, B.; Arav, A.; Mattioli, M.; Devries, A. L., 1990; The effect of antifreeze glycopeptides 
on membrane potential changes at hypothermic temperatures, Biochemical and Biophysical 
Research Communications, 173(3): 1369-1374 
 
Rubinsky, B.; Arav, A.; Fletcher, G. L., 1991; Hypothermic protection, a fundamental property of 
"antifreeze" proteins, Biochemical and Biophysical Research Communications, 180(2): 566-571 
 
Schmidt, J., 1917; Zoarces viviparus L. og dens lokale racer, Meddelelser fra Carlsberg 
Laboratoriet, 13. bind, 3. hæfte 
 
Schmidt, J., 1920; Experimentelle undersøgelser med Zoarces viviparus L., Meddelelser fra 
Carlsberg Laboratoriet, 14. bind, 9. hæfte 
 
Skoog, D. A., West, D. M, Holler, F. J., 1992; Fundamentals of Analytical Chemistry, Saunders 
College Publishing 
 
Sönnichsen, F. D., Sykes, B. D., Chao, H., Davies, P. L., 1993; The Nonhelical Structure of 
Antifreeze Protein Type III, Science, 259: 1154-1157 
 
Sönnichsen, F. D., Davies, P. L., Sykes, B. D., 1998; NMR structural studies on antifreeze proteins, 
Biochem. Cell Biol. 76: 284-293 
 
Side 47 af 52 
Undersøgelser af antifryseproteiner fra Z. viviparus 
Sørensen, T. F., 2002; Antifryseproteiner hos ålekvabben Zoarces viviparus, Specialerapport, 
Roskilde Universitetscenter, Institut for Biologi og Kemi 
 
Sørensen, T. F., 2005; upublicerede data 
 
Sørensen, T. F., Ramløv, H, 2001; Variations in antifreeze activity and serum inorganic ions in the 
eelpout Zoarces viviparous: antifreeze activity in the embryonic state, Comp. Biochem. Physiol. A., 
130: 123-132 
 
Vestsjællands Amt, 2000; Isefjord 2000 – NOVA 2003, Vandmiljøovervågning, Natur og Miljø, 
Vestsjællands Amt 
 
Vetemaa, M., 1999; Reproduction biology of the viviparous blenny (Zoarces viviparus L.), 
Fiskeriverket Rapport, 2: 81-96 
 
Wütrich, K., 1986; NMR of Proteins and Nucleic Acids, John Wiley & Sons, Inc. 
 
Yang, D. S. C., Hon, W., Bubanko, S., Xue, Y., Seetharaman, J., Hew, C. L., Sicheri, F., 1998; 
Identification of the Ice-Binding Surface on a Type III Antifreeze Protein with a “Flatness 
Function” Algorithm, Biophysical Journal 74: 2142-2151 
 
Yang, C., Sharp, K. A., 2004; The mechanism of type III antifreeze protein action: a computational 
study, Biophysical Chemistry, 109: 137-148 
 
Ye, Q., Leinala, E., Jia, Z., 1998; Structure of type III antifreeze protein at 277 K, acta Cryst., D54: 
700-702 
 
Internetkilder: 
http://www.langkaer.dk/ocean98/text/69aalekvabbe.htm 
http://bloch.anu.edu.au/noeguide.html 
www.ncbi.nlm.nih.gov 
Side 48 af 52 
Undersøgelser af antifryseproteiner fra Z. viviparus 
Appendiks 1 
 
Kort om Miller-Bravais-notationen for hexagonale strukturer [Petrenko og Whitworth 1999]: 
 
Ordinære iskrystaller tilhører symmetrigruppen D6h, der blandt andet indeholder en C6-akse. Is gror 
hurtigst vinkelret på denne akse. For at beskrive bestemte isplaner eller –akser, bruges oftest Miller-
Bravais-notationen, der er velegnet til beskrivelse af hexagonale strukturer, som f.eks. is. Denne 
notation indeholder én koordinat i C6-aksens retning, og tre koordinater vinkelret på denne, som det 
fremgår af den nedenstående figur: 
 
 
a3 
a1 
  a2 
 c 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Isplaner kan således opskrives som koordinaterne (a1, a2, a3, c). Type III AFP´er antages f.eks. at 
binde til planet (1,0,-1,0) [Antson et al. 2001]. 
 
 
 c 
  a2 
a1 
a3 
 
(1,0,-1,0) 
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Oversigt over samtlige beskrevne aminosyresekvenser for Type III AFP´er [Hew et al. 1988, Nishimiya et al. 2005, 
Sørensen 2005, www.ncbi.nlm.nih.gov]. Lodrette markeringer angiver de aminosyrer der genfindes i alle Type III 
AFP’er. Vandrette markeringer angiver de AFP’er der hører til QAE-gruppen, de øvrige tilhører SP-gruppen. 
 
 
 
Oversigt over forskelle i aminosyresekvenser i dét protein, der minder mest om ZV14-0.3 hos fem arter indenfor 
familien Zoarcidae. 
 
 
 
Delsekvenser af ZV4 fundet ved massespektrometri. Der kunne ikke skelnes mellem leucin og isoleucin [Sørensen 
2002]. 
                              AVPLGTTLMPDMVK 
      AEVVTPMGLPAVDLPR 
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1D-spektrum af 9.5 mg top 10 (1813 transienter, 25°C). 
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Tabel over de opgivne kemiske skift for HPLC12-mutanten rQAE m1.1 i ppm relativt til DSS. Optaget ved 10°C og pH 
4.8, med vandsignal liggende ved ca. 4.90 ppm. • angiver langsomt udvekslende amider [Chao et al. 1993]. 
Nr. Aminosyre NH (J) αCH βCH γCH Andre 
0 M   2.19, 1.83 2.63
1 N   9.01 4.13 2.78, 2.69 NH2 7.62, 7.03 
2 Q   8.48 4.75 2.26, 2.12 2.42, 2.42 NH2 8.12, 7.62 
3 A   9.06 4.32 1.33
4 S • 9.19 5.56 3.65, 3.65 OH 7.35 
5 V • 8.20 4.21 1.82 0.82, 0.78
6 V • 9.07 4.54 1.49 0.77, 0.64
7 A • 8.40 4.48 1.67
8 N • 9.11 4.74 2.71, 2.02 NH2 7.52, 6.88 
9 Q • 7.83 4.43 2.07, 1.99 2.32, 2.32 NH2 7.50, 6.94 
10 L   8.46 4.73 1.69, 1.69 1.31 δδ`0.86, 0.80 
11 I • 9.31 4.57 2.02 1.05, 0.94 γCH3 2.16 δCH3 1.26 
12 P  4.42 2.37, 1.67 2.12, 2.05 δδ’ 4.12, 3.66 
13 I   8.46 3.33 1.63 0.93, 0.91 γCH3 0.86 δCH3 1.13 
14 N   7.35 4.56 3.11, 3.00 NH2 7.85, 7.11 
15 T • 7.45 4.00 3.94 1.19
16 A   8.54 4.29 1.25
17 L • 9.17 4.57 2.28, 2.28 1.94 δδ` 0.93, 0.84 
18 T • 8.01 4.72 4.54 1.27
19 L   8.92 3.83 1.74, 1.56 1.69 δδ` 0.92, 0.77 
20 V   7.55 4.14 2.24 0.96, 0.96
21 M • 7.61 4.00 2.20, 2.17 2.86, 2.45
22 M • 7.70 4.87 2.10, 1.69 2.32, 2.32
23 R • 9.08 4.84 1.85, 1.60 1.40, 1.17 δδ’ 3.15 εNH 7.42 
24 S   8.39 5.22 3.63, 3.53
25 E • 9.08 4.61 1.90, 1.78 2.23, 2.16
26 V   9.14 4.11 2.08 0.88, 0.80
27 V   8.28 4.75 2.08 0.86, 0.76
28 T   8.40 4.41 3.93 1.17
29 P  4.80 2.45, 2.12 1.96, 1.77 δδ’ 3.64, 3.47 
30 V   8.35 3.87 2.24 1.11, 1.01
31 G • 8.28 5.00, 3.52 
32 I • 8.76 3.94 1.28 1.20, 0.36 γCH3 1.01 δCH3 0.08 
33 P  4.80 2.41, 2.01 2.14, 2.12 δδ’ 3.82, 3.78 
34 A • 8.29 3.84 1.23
35 E   9.11 4.06 2.32, 2.08 2.46, 2.46
36 D   8.22 4.92 2.96, 2.83
37 I • 7.58 3.69 1.92 1.20, 0.81 γCH3 0.83 δCH3 0.78 
38 P  4.18 2.34, 1.87 2.10, 1.96 δδ’ 3.69, 3.54 
39 R   7.33 4.26 1.94, 1.94 1.78, 1.67 δδ’ 3.25, 3.17 εNH 7.21 
40 L • 7.76 4.13 1.81, 1.72 1.42 δδ’ 0.85, 0.80 
41 V • 6.77 3.23 1.97 1.05, 0.97
42 S   9.41 4.05 4.29, 4.29
43 M • 8.80 4.49 2.23, 2.08 2.76, 2.42 εCH3 2.09 
44 Q   8.96 5.32 2.09, 1.76 2.29, 2.29 NH2 7.61, 6.97 
45 V • 7.54 5.35 2.48 1.12, 1.02
46 N • 8.58 4.73 3.27, 2.40 NH2 7.40, 7.29 
47 R   7.85 4.41 2.09, 1.85 1.58, 1.52 δδ’ 3.21 εNH 7.18 
48 A   8.55 4.77 1.31
49 V • 9.30 4.48 2.24 1.02, 0.87
50 P  4.31 2.34, 1.68 2.03, 1.82 δδ’ 3.88, 3.65 
51 L   8.26 3.38 1.56, 1.32 1.29 δδ’ 0.84, 0.84 
52 G   8.93 4.24, 3.48 
53 T • 7.79 4.26 4.10 1.27
54 T   8.83 4.29 3.94 1.11
55 L • 9.14 4.36 1.47, 1.16 1.41 δδ’ 0.78, 0.65 
56 M • 7.90 5.09 2.22, 1.84 2.90, 2.58 εCH3 2.04 
57 P  3.72 2.48, 2.11 2.30, 2.30 δδ’ 3.91, 3.59 
58 D   8.05 4.47 2.92, 2.67
59 M • 8.16 4.59 2.16, 2.11 2.67, 2.31 εCH3 2.22 
60 V • 7.10 4.42 1.78 0.89, 0.60
61 K   9.12 4.18 1.86, 1.78 1.47, 1.31 δδ’ 1.72, 1.61 εε’  2.98, 2.88  ζNH 7.56
62 G   9.09 4.12, 3.73 
63 Y   7.60 4.00 3.10, 2.76 δδ` 6.88   εε` 6.64 
64 A   7.86 4.23 1.26
65 A   7.96 3.97 1.33
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